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RESUMEN

Por asimetria cerebral entendemos una diferencia morfolégica entre las mitades
izquierda y derecha del sistema nervioso central (SNC). En los Ultimos afios, el pez
teledsteo cebra (Danio rerio) se ha establecido como un modelo muy ventajoso para el
estudio del desarrollo de las asimetrias izquierda-derecha del SNC, las cuales son

particularmente notorias en la region del epitalamo.

Las asimetrias del epitdlamo en pez cebra se caracterizan iniciaimente por la
asimétrica asimétrica de genes de la via de sefializacion Nodal, y son seguidos de la
migracion asimétrica del 6rgano parapineal hacia la izquierda de la linea media, y por
el desarrollo de diferencias en el contenido de neuropila y en el patron de expresion de
marcadores moleculares entre los nicleos habenulares derecho e izquierdo. Asimismo,
el 6rgano parapineal proyecta en forma exclusiva a la habénula izquierda, y las
eferencias habenulares izquierda/derecha experimentan una segregacion dorsofventral

en el ncleo interpeduncular, respectivamente.

Medaka (Oryzias latipes), al igual que pez cebra, es un teledsteo y ha sido
propuesto recientemente como modelo complementario a pez cebra debido a la
historia evolutiva de estos dos euteledsteos, cuyos lingjes divergieron hace cerca de
doscientos millones de afios. En este marco, propusimos investigar si Medaka seria

ademas un buen modelo para el estudios de las asimetrias cerebrales.

En esta tesis, corroboramos por hibridacién in situ la existencia de expresion
asimétrica de pitx2c en la region del epitalamo de Medaka previo al desarrolio de las
asimetrias morfologicas. Asimismo, verificamos la existencia de asimetrias

morfologicas  izquierda-derecha en el epithlamo mediante estudios de

ix L.




inmunofluorescencia indirecta, tincién con trazadores lipofilicos, y analisis por
microscopia confocal de Medaka transgénicos que expresan GFP en la habénula y en
el complejo pineal. Finalmente, y con el fin de determinar en el futuro si la organizacion
sub-nuclear de ia habénula de Medaka es equivalente a la de pez cebra, se clonaron
dos genes de Medaka pertenecientes a [a familia KCTD, que en pez cebra muestran

una expresién asimétrica diferencial en los sub-ntcleos medial y lateral de la habénula.

Nuestros resultados muestran que el epitalamo de Medaka presenta asimetrias
izquierda-derecha en términos de expresion génica, morfologia y conectividad .cuyo
patron general es sumamente conservado con respecio a pez cebra: expresion
asimétrica de la via Nodal, migracion asimétrica del érgano parapineal, desarrollo de
asimetrias h;benulares y. segregacién de los eferentes habenulares en el nucleo
interpeduncular, Medaka es por lo tanto un modelo posible de usar, junto a pez cebra,

para estudiar los mecanismos genéticos y del desarrollo conservados y divergentes

implicados en el establecimiento de las asimetrias cerebrales.







1. INTRODUCCION

1.1. Asimetria izquierda-derecha en vertebrados

Por asimetria izquierda-derecha entendemos la diferencia morfolégica entre los dos
lados del cuerpo. En estructuras pares podemos tener diferencias de volumen y/o de
organizacién entre izquierda y derecha mientras que las estructuras impares
asimétricas se localizan a un solo lado de la linea media. Los vertebrados presentan’
marcadas asimetrias izquierda-derecha (/D) a pesar de su aspecto exterior

bilateralmente simétrico.

Las asimetrias I/D se_clasiﬁcan en tres tipos: asimetria fluctuante, antisimetria y
asimetria direccional (Boo}man & Shimeld 2002; Palmer 2004). El primer tipo se refiere
a uné asimetria no heredable en el cual el desarrollo de la asimetria misma se
correlaciona con factores ambientales o conductuales que determinan diferencias en el
desarrollo de una parte con respecto de la otra; en ausencia de estos factores es
posible que la asimetria no se desamolle (Govind, 1992; Palmer, 2004). En la
antisimetria existe un rasgo asimétrico conservado y he;edab!e cuya lateralidad es
randomizada, es decir que en una poblacién el rasgo asimétrico se encuentra hacia el
lado izquierdo o hacia el derecho con ligual frecuencia. Por ultimo, en la asimetria
direccional no sélo es he.redable la asimetria izquierda y derecha sino que ademas [a
lateralidad del rasgo es conservada en una poblacion, determinando que uno de los
dos fenotipos (izquierdo o derecho) sea mucho mas frecuente que el otro (Palmer,
2004; Boorm:cm & Shimeld, 2002). Esta tesis se enmarca en el contexto de este ultimo
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Los rasgos asiméfricos direccionales /D mas estudiados se observan en el
corazon, visceras y en el cerebro (Shier, 2003; Bisgrove y col, 2003; Hamada y col,
2002: Mercola & Levin, 2001; Capdevila y col, 2000; Burdine & Schier, 2000; Schier &
Shen, 2000). En el cerebro humano un ejemplo clasico de asimetria I/D es la
presencia de las areas de Broca y Wernicke presentes exclusivamente en el hemisferio
izquierdo y que estan involucradas en las funciones del habla y de la comprensii_én de
lenguaje (Sun & Walsh, 2006). Se ha propuesto que una morfologia asimétrica y/o la.
lateralizacién de ciertas funciones seria ventajosa desde el punto de vista evolutivo
porque permitiria mejorar la eficiencia en el procesamiento, evitando interferencias
funcionales entre los he:;nisferios cerebrales (Sun & Walsh, 2008; Concha, 2004;
Vallortigara y col, 1999; I?:isazza y col, 1998; Kennedy y col, 1999; Strauss 'y col 1983;

Carlson & Glick, 1989).

Se han descrito perturbaciones de origen genético en el establecimiento del gje IID‘,
que llevan a fenotipos que difieren de la disposicion normal de los érganos (situs
sofitus). Es posible que esta disposicion se invierta completamente, llevando al
fenotipo denominado situs inversu‘s, que es viable y funcional aunque poco coml’m.‘
También es posible que se pierda la asimetria propiamente tal, produciendo un
fenotipo idéntico a ambos lados de la linea media (imagen especular). Esta situacion
no es viable y se denomina isomierismo, y puede ser izquierdo o derecho de acuerdo al
fenotipo duplicado en el lado contralateral. Finalmente, se describe la heterotaxia como
una condicion de situs de tipo ambigua en la cual 6rganos (nicos ven afectada su
disposicién en el eje I/D, y su efecto sobre la viabilidad del organismo depende

fundamentalmente def 6rgano afectado (Ryan y col, 1998).




Es importante, por lo tanto, que el eje I/D sea correctamente posicionado para el
buen desarrollo del individuo. En los ultimos afios hemos aprendido que la
diversificacion entre el lado izquierdo y derecho del cuerpo de los vertebrados depende
de mecanismos genéticos que operan durante el desarrollo embrionario (Palmer,

2004).

1.2. Desarrollo de la asimetria izquierda-derecha.

Del punto de vista teorico, se ha divido el establecimiento de la asimetria I/D en
tres etapas: rompimiento de la simetria y generacion de la sefal asimétrica.

propagacion de la sefial asimétrica y morfogénesis asimétrica (ver Figura 1.2.1).

Figura 1.2.1 Etapas en el establecimiento de la asimetria izquierda-derecha durante el desarrollo.

Esquema ilustrativo de las etapas de establecimiento de la asimetria durante el desarrollo
embrionario. El embrién es inicialmente simétrico (en azul se muestra la linea media embrionaria),
luego la simetria se rompe y se forma una sefal asimétrica local en el embrién. Esta sefial local es

transferida a la placa del mesodermo lateral (PML) en la cual es amplificada y propagada a lo largo

del embrién hasta llegar al cerebro. En respuesta a esta sefial asimétrica, el lado izquierdo

experimenta una morfogénesis distinta al lado derecho. [




La importancia relativa de los diferentes mecanismos propuestos para el
rompimiento de la simetria asi como los mecanismos de morfogénesis asimetrica son
variables entre modelos experimentales, pero todos los modelos estudiados muestran
una etapa comtin: la expresion asimétrica transiente de genes de la superfamilia TGF}
como nodal y lefty en la placa del mesodermo lateral (PML) (Figura 1.2.2). La via de
sefializacién controlada por Nodal ha sido involucrada en el control genético de las
asimetrias de visceras y corazon (Tian & Meng, 2006; Schier, 2003; Bisgrove y col,
2003; Hamada y col, 2002; Mercola & Levin, 2001; Capdevila, 2000; Burdine & Schier,

2000; Schier & Shen, 1999; Yost, 1999).

Figura 1.2.2. La activaci6n asimétrica de Nodal en la PLM es comun a todos los modelos.

Noge l.os mecanismos de rompimiente de la

Simmetry breaking LRG GI . monocika “”"‘""W simetrfa tienen importancia variable
entre modelos. Sin embargo, en todos
los modelos experimentales

: estudiados estos mecanismos resultan -

en la expresion asimétrica transiente

N ot e en la PML (LPM) de genes de [a via
b ' NOda[.
La informacién /D es transferida a los
primordios de los 6rganos que
. . experimentaran programas de
‘“smm"‘“h“u"“mm - : \ morfogénesis asimétrica segin la
Brain Gut especie y drgano involucrado.

Tuening it Modificado de Yost, 1999.

La activacion de la via Nodal en la PML izquierda proporcionaria informacion
posicional a los primordios de los 6rganos que se ubican en esa zona durante ese
estadio del desarrollo. Grupos celulares dentro de la PML, activarian un programa de
morfogénesis asimétrica en respuesta a esta sefial, lo que resuita en una organizacion
o posicionamiento asimétrico de los drganos internos. Aln mas, 1a asimetria de cada

6rgano es determinada de forma independiente, sugiriendo la existencia de un
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mecanismo encargado de mantener la coherencia de las asimetrias a lo largo del
cuerpo (Shiratori y col, 2006; Hackett, 2002; Burdine & Shier, 2000; Bisgrove y col,

2000).

1.2.1. Rompimiento de la simetria.

Los mecanismos propuestos para el rompimiento de la simetria del embrion son
principalmente dos: la bomba de protones y el flujo nodal. A pesar de que existen
pruebas experimentales que apoyan a cada uno de estos mecanismos como el eventoi
mas temprano de asimetria, ninguno de los dos cumpliria este rol en todos los modelos

animales.

En el modelo de la bomba de protones, la diferencia entre el lado izquierdo y
derecho del embrion seria el resultado de la distribucion asimétrica de pequefias
moléculas con carga (probablemente Ca*') a través de uniones comunicantes. Esta:
distribucion obedeceria a diferencias de voltaje producidas por la actividad diferencial
asimétrica de la bomba ATPasa-H' / K. Este mecanismo es particularmente
importante en polio y rana y también tendrfa participacion en etapas tempranas del
establecimiento de las asimetrias en pez cebra (Raya y col, 2004; Mercola & Levin,
2001; Levin y col, 2002; Levin, 2005). Sin embargo, su participacién en mamiferos aun

no ha sido verificada.

El modelo del flujp nodal contempla la existencia de un flujo extraembrionario
producido por el movimiento de monocilios en la superficie de las células del nodo
ventral de ratén o de su equivalente en otras especies (nodo de Hensen en pollo, zona

ventral del labio dorsal del blastoporo en la rana, vesicula de Kupffer en peces




tele6steos). Este flujo neto hacia la izquierda distribuirfa en forma asimétrica algun
determinante que podria ser transportado en vesiculas hasta la colision con la
superficie mas izquierda del nodo mismo (Tanaka y col, 2005). La existencia de
monocilios y de la proteina dineina relacionada con su movimiento se ha demostrado
en todos los modelos estudiados hasta el momento, y la existencia del flujo nodal
pareceria también ser una caracteristica comun en las distintas especies. Sin
embargo, e! patron de flujo nodal varia segtin la especie y atin no se ha determinado si
el flujo Nodal es fundamental para el rompimiento de la simetria en todas ellas (Raya &
Izpisua Belmonte, 2006; Hirokawa y col, 2006; Tabin, 2006; Hamada y col, 2002,

Capdevila y col, 2000; Essner y col, 2002; Nonaka y col, 1998).

Los mecanismos de ruptura de la simetria anteriormente mencionados darian

origen a una expresion génica asimétrica, a un solo lado de la linea media.

1.2.2. Propagacién de la sefial asimétrica.

Una vez que la sefial asimétrica fue generada de forma localizada en la zona del
nodo o perinodo, ésta e? transferida a la PML a fravés de un mecanismo aun
desconocido y qué ha sich) relacionado c;on diversas vias genéticas como Nodal, Fdf,
Shh, Bmp. (Raya & Izpiséié BeImc;nte, 2006; Hamada, 2002; Capdevila y col, 2000).
Después que la sefial asimétrica es transferida a la PML, la via Nodal es activada en
toda la placa del mesodermo lateral izquierdo. Nodal induce la expresion de su
inhibidor competitivo Lefty2 el cual participa en un foop regulativo del tipo reaccion-

difusién, que permite limitar espacial y temporalmente la expresion de Nodal (Raya &

lzpisia Belmonte, 2006; Mercola, 2003; Hamada, 2002; Mercola & Levin, 2001;




Wright, 2001; Capdevila y col, 2000; Hamada y col, 2002; Branford & Yost, 2004;

Brown & Wolpert 1990).

En esta etapa los precursores de los organos internos que estan en contacto con la
PML izquierda recibirian la informacién posicional I/D. La sefial asimétrica tambien
alcanzaria el cerebro ya que Nodal se expresa asimétricamente en la mitad izquierda
del cerebro poco después de su expresién en la PML. La transferencia de sefiales
asimétricas a la PML y cerebro pareceria estar acoplada ya que defectos de asimetria .
a nivel de la PML se correlacionan con los defectos de asimetria en el cerebro (Concha

y col, 2000; Liang y col, 2000; Long y col, 2003; Bisgrove y col, 2000).

1.2.3. Morfogénesis asimétrica.

Nodal activa la. expresion de genes. efectores de la via, el mas estudiado de los
cuales es Pitx2. Este factor de transcripcion homeobox tipo bicoide se expresa a la
izquierda en la PML y cerebro de pez cebra (Concha y col, 2000; Ryan y col, 1998;

Piedra y col, 1998), y esta involucrado en los mecanismos de morfogénesis asimétrica.

Se ha descrito que el gen pitx2 experimenta splicing alternativo y sus isoformas
actuarian de forma diferencial durante la morfogénesis asimétrica. En particular, la
isoforma de tipo ¢ (pitx2¢) tiene un efecto dosis-dependiente y genera respuestas de
morfogénesis particulares en cada uno de los arganos involucrados. Ademas, existen
evidencias en raton que indican la coexistencia de eventos de morfogénesis asimétrica
dependientes de pitx2 (lobacién de .los pulmones y remodelacién de los vasos
sanguineos) y otros eventos independientes de este factor de transcripcién (curvatura

del corazén, estémago y giro del embrién) pero dependientes de la activacion izquierda




de Nodal (Shiratori y col, 2006; Essnery col, 2000; Liu y col, 2001; Gage y col, 1999).
Los mecanismos por los cuales pitx2c y otros factores no descubiertos regulan la

morfogénesis asimétrica son atn muy poco conocidos.

1.3. Asimetrias en el sistema nervioso: el epitdlamo de pez cebra.

El entendimiento de los mecanismos involucrados en el posicionamiento y
desarrollo de los 6rganos internos ha crecido de forma importante, sin embargo poco
se sabe aun sobre el desarrollo de las asimetrias izquierda derecha en el sistema

nervioso central (SNC).

En los ultimos afios el pez cebra ha surgido como un modelo fundamental en el
cual se puede estudiar el desarrollo de las asimefrias cerebrales. En particular la zona
del epitalamo localizada en el diencéfalo dorsal presenta diferencias conspicuas en el
eje izquierda-derecha a nivel morfologico y de conectividad. Estas diferencias son
conservadas en los vertebrados (Concha & Wilson, 2001). El epitalamo esta
constituido por la habénula y el complejo pineal. La habénula es una estructura par en
la cual se distinguen el nucleo habenular izquierdo y el ntcleo habenular derecho,
mientras que el complejo pineal esta constituido por dos evaginaciones del techo del
tubo neural: el organo pineal de ubicacién medial y que no presenta asimetrias
relevantes y el 6rgano pérapineal que se ubica al lado izquierdo de la linea media
(Concha & Wilson: 2001).kEl drgano parapineal proyecta exclusivamente a la habénula
izquierda y coordi!nadamente con este hecho el nucleo habenular izquierdo desarrolla
un contenido de neuropilr;l sensiblemente mayor que la habénula derecha (Concha y

col, 2003 y 2000). La habenula proyecta al nacleo interpeduncular (N!P} en el cerebro

medio a traves del fasmculo retroflexo. La asimetria morfoldgica izquierda-derecha de

[




la habénula se refleja a nivel de su conectividad eferente ya que en el NIP los
eferentes habenulares izquierdo y derecho se encuentran segregados en el eje dorso-

ventral (Aizawa y col, 2005) (Figura 1.3.1).

Figura 1.3.1 Asimetrias neuroanatémicas en cerebro de pez cebra.

Esquema de una vista dorsal
(anterior hacia arriba) del
cerebro de pez cebra
mostrando las asimetrias |-D
El 6rgano parapineal (verde)
se ubica a la izquierda de la
linea media y proyecta |
axones exclusivamente a la
habénula ipsilateral que
desarrolla un contenido de
neuropila mas prominente
que la habénula derecha
Los eferentes habenulares se
encuentran segregados en el |
ntcleo interpeduncular (NIP)
en el eje dorso-ventral. La
R ] nabénula izquierda proyecta
principalmente a un dominio
dorsal del NIP mientras la

t'“e"pedl:”‘:“"" derecha lo hace a un dominio
nucieus ventral.

' v

Esta “laterotopia’ de los eferentes habenulares en el NIP seria regulada por la
asimetria a nivel de la habénula que a su vez seria consecuencia de Ia migracion
asimétrica del érgano parapineal, como sugieren estudios en los cuales la asimetria
habenular no se desarrolla después de la ablacién por laser del érgano parapineal

(Gamse y col, 2005).

La presencia del 6rgano parapineal induce en la habénula izquierda un patron de
expresion génica particular. Tres genes de la familia KCTD (proteinas que contienen

un dominio de tetramerizacion de canales de potasio) se expresan en la habénula de
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pez cebra en presencia del 6rgano parapineal. Estos genes son leftover (lov), righton
(ron) y dexter (dex) y el analisis de su expresion permite distinguir seis subnucleos

asimétricos en la habénula de pez cebra (Gamse y col, 2005y 2003) (Figura 1.3.2).

Figura 1.3.2 Expresion de los genes KCTD en larva de pez cebra.

Esquema de los territorios de
expresién de los genes KCTD en
habénula de pez cebra de 4 dias.
Se distinguen seis subnucleos
asimétricos. Notar la expresion
aumentada de fov y a
regionalizacién dorso-ventral en la
habénula izquierda. En caso de
ablacién del o6rgano parapineal
ambas habénulas presentan un
patrén de tipo derecho (Gamse,
2005).

La funcién de estos genes es aun desconocida, pero su expresion se correlaciona
con la determinacion izquierda-derecha del embrién. En el caso de ablacion del organo
parapineal, ambas habénula presentan un patrén de expresién de tipo “derecho”, con

Jov disminuido y ron y dex aumentados (Gamse y col, 2005).

Se ha demostrado que la via Nodal en el epitalamo controla la lateralidad de la
asimetria y no seria necesaria para el surgimiento de la asimetria propiamente tal. Esto
se ha demostrado mediante el analisis de mutantes que carecen de la via Nodal o
presentan una activacion de la via Nodal bilateral, en lugar de la expresion izquierda
normal. Estos mutantes poseen un epitadlamo asimétrico, pero la lateralidad de dicha

asimetria se randomiza a nivel de la poblacién (Concha y col, 2000). Coherentemente
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con esto, el patron asimétrico de expresion de los genes KCTD se mantiene, pero su

lateralidad se randomiza (Gamse Yy col, 2003).

Desde el punto de vista funcional, la importancia de la asimetria izquierda-derecha
del epitdlamo es aun desconocida, pero el alto grado de conservacion de la
organizacién de esta region y de su circuito en los vertebrados (Concha & Wilson
2001; Concha, 2004) sugiere [a presencia de mecanismos generales conservados en
la especificacion del eje izquierda-derecha en el SNC. Para estudiar los mecanismos
generales y especie-especificos involucrados en procesos bioldgicos en general y en
el establecimiento de la asimetria izquierda-derecha en particular, la comparacion

entre modelos experimentales resulta ser iina estrategia esenciai.

Los teledsteos ofrecen ventajas Unicas desde este punto de vista, dada la
abundancia de especies ¥ su diversidad en cuanto a formas, ambiente y modos de
vida. Ademés los teledsteos presentan una historia evolutiva particular, ya que su
genoma experiment6 una duplicacidn completa hace 345 millones de afios, justo en la
base de la radiacion de este grupo (Christoffels y col, 2004). Como consecuencia de:
este fendmeno, los genes duplicados, més libres en término de presién selectiva, han
adquirido nuevas funciones (neo-funcionalizacién) o han debido compartir su funcién
con los genes originarios (sub-funcionalizacion). Entonces, es de esperar que dos
especies de teledsteos difieran en el destino y funcién de los genes duplicados dadé
su evolucién independiente, y la comparacion entre especies puede proporcionar
informacion sobre la evolucién y plasticidad de las redes genéticas y del desarrollo
involucradas en un proceso determinado. Aun mas, la sub-funcionalizacion como
resultado de la duplicacién génica ofrece la ventaja de facilitar el estudio de génes

esenciales para el desarrollo embrionario, ya que en estos casos la inactivacién de la

12




funcién de un gen no resulta en un fenotipo letal que impida su analisis, como ocurre,

por ejemplo, en los mamiferos (Furutani-Seiki & Wittbrodt, 2004).

Por todo lo anterior, la comparaciéon entre pez cebra y un modelo teledsteo
alternativo que haya experimentado una evolucion independiente prolongada, como es
el caso de Medaka, seria de gran utilidad para comenzar a entender los mecanismos
genéticos y del desarrollo de tipo conservado y divergente que controlan el desarrollo

de las asimetrias izquierda derecha en este grupo vertebrado.

1.4. E! modelo de Medaka (Oryzias latipes)

¥ 1

Medaka (Oryzias latipes) es un teledsteo nativo de Asia que al igual que pez cebra
presenta fertilizacion externa, embriones transparentes, ciclo de vida corfo y una
genética desarroliada. Globalmente el desarrollo de Medaka es similar al de pez cebra,
sin embargo es posible notar diferencias interesantes enire estas dos especies,
sobretodo en relacion a la velocidad de desarrollo, ya que Medaka necesita tres veces
mas tiempo para eclosionar (nueve contra tres dias aproximadamente) y posee un
desarrollo del sistema nervioso adelantado en relacién a la somitogénesis si lo

comparamos con pez cebra (Furutani-Seiki & Wittbrodt, 2004).

Medaka ha sido propuesto recientemente como modelo complementario a pez
cebra debido a la historia evolutiva de estos euteledsteos cuyos linajes divergieron
hace cerca de doscientos millones de afios (Furutani-Seiki & Wittbrodt, 2004). Para
Medaka, asi como para pez cebra, existen mutantes y peces transgénicos y en
particular esta disponible en nuestro laboratorio una cepa de Medaka de tipo .

transgénica que expresa la proteina fluorescente verde (GFP) en Ia habénula y otra
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cepa que la expresa GFP en el complejo pineal (para detalles referirse a la seccion
materiales y métodos). Un andlisis preliminar de Ia morfologia del epitalamo de
Medaka sugiere la existencia de asimetrias izquierda-derecha incluso mas notorias

que en pez cebra.

De acuerdo a estos antecedentes planteamos la hipétesis siguiente:

2. HIPOTESIS

El epitdlamo de Medaka .(O:yzias latipes) presenta asimetrias izquierda-derecha en

términos de expresion génica, morfologia y conectividad.

i

3. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el epitadlamo de Medaka y verificar la existencia de asimetrias izquierda-

derecha en términos moleculares, morfoldgicos y de conectividad.

14




4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

41. Determinar la presencia de asimetrias moleculares tempranas {(previo a la
morfogénesis asimétrica) en el epitilamo de Medaka, mediante hibridacién in

situ del gen pitx2c.

4.2. Estudiar las asimetrias morfologicas izquierda-derecha en el epitalamo de
Medaka en relacién a la morfologia de los nicleos habenulares y

posicionamiento del érgano parapineal.

4.3. Determinar la existencia de asimetrias en el patrén de conectividad eferente de-

la habénula hacia el nGcleo interpeduncular de Medaka.

4.4. Clonar genes de la familia KCTD de Medaka, como posibles marcadores de

sub-nlicleos habenulares.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. MATERIALES

5.1.1. Cepas de Peces

En el desarrollo de esta tesis se utilizaron peces de diferentes cepas de Oryzias
latipes (Medaka): la cepa silvestre Cab y dos cepas transgénicas que expresan la

proteina fluorescente verde GFP en el diencéfalo.

La cepa DE-GFP presenta fluorescencia en la habénula y la cepa fRx2-GFP en el
complejo pineal. E! transgénico DE-GFP fue generado por enhancer-trap y hasta el
momento no ha sido rastreado el lugar exacto de la insercidn (Grabher y col, 2003). En

el caso del fRx2-GFP, la proteina fluorescente verde se encuentra bajo el control del

promotor del gen Retinal homeobox protein (Rx2) de Fugu (Takifugu rubripes). Los

peces Medaka fueron gentiimente proporcionados por el grupo del Dr. Jochen

Wittbrodt, EMBL, Heidelberg, Alemania.

Todos los peces usados en esta tesis se encuentran en el vivero del Grupo de
Biologia Comparada y del Desarrollo, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de

Chile.
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5.1.2. Cepas Bacterianas

Para el clonamiento de los genes de la familia KCTD se utilizaron bacterias

electrocompetentes de la cepa TOP10F’ de Escherichia coli.

5.1.3. Vector

Todos los insertos de DNA fueron ligados al vector pCRIl (Invitrogen) para su
clonamiento. Este vector contiene los promotores SP6 y T7 flanqueando una region de
clonamiento con multiples sitios de restriccion. Esta regién esta contenida dentro de la
regién codificante del pép;ido a de la enzima p-galactosidasa. La inactivacion de este
péptido me}iiante la insercién de un fragmento de DNA en esta regién, permite
seleccionar las colonias ue portan inserto al crecer las colonias transformadas en
medio conteniendo X-Gal, sustrato de la B-galactosidasa. Las colonias bacterianas en

presencia de un inserto de DNA sufren la inactivacién de la enzima y por consiguiente

seran de color blanco.

Ademas, el vector incluye la secuencia codificante de la enzima B-lactamasa, la

que confiere resistencia a:la ampicilina a las bacterias que portan el vector.
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5.1.4. Partidores

Para amplificar los genes KCTD de Medaka, se disefiaron los siguientes partidores:

Scf105:

Sentido 5 — GCGCAGACCATGGCACTG -3
Antisentido 5~ ATTGTTTCTCCTGCTAGATTGTG - 3'
Scf263:

Sentido ., 5 GTGGACTATGGCTTTACCAGACAG -3
Antisentido 5 GCCGATAGTCTCACTCACGGTAG -3
Scf07:

Sentido 5 - QTTGAGAGCGCGAGTGCAG -3
Antisentido 5'- AGGGACAGCCGGACGATC -3

M

Los controles positivos para los PCR se llevaron a cabo con B-actina de pez cebra,

con los siguientes partidores {Barrallo y col, 19989):

R-actina (Danio rerio)
Sentido 5 — GCCGGTTTTGCTGGAGATGAT —3'

Antisentido 5 — ATGGCAGGGGTGTTGAAGGT -3

Y
v
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5.1.5. Herramientas Bioinformaticas

Para identificar las posibles secuencias de los genes KCTD de Medaka, se
consultd la base de datos de DNA gendémico de Medaka del “Medaka genome Project”
en hitp://dolphin.lab.nig.ac.jp/medaka/. Para poder localizar los genes en el DNA
gendmico y predecir la organizacion intrones/exones se uso el software GenScan

desde ¢l sitio hitp://genes.mit.edu/GENSCAN.himl.

En el analisis de ortdlogos por blastn y blastp se usaron las bases de datos del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) y del TIGR (The Institute for
Genomic Research), " via web desde los sitios internet

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ y http:/ftigrblast.tigr.org/tgi/, respectivamente.

La busqueda de dominios proteicos fue realizada consultando las bases de datos

de InterPro via web (http://www.ebi.ac.ukfinterpro/).

} s I
Los alineamientos de secuencias proteicas y nucleotidicas y los arboles

respectivos fueron construidos con ClustalX v1.83, Mega 3.1y Treeview.

5.1.6. Equipos de Microscopia y Fotografia Digital

En esta tesis se utilizaron los siguientes equipos de microscopia y fotografia digital:

« Lupas estereoscopicas con zoom Nikon SMZ645

* Microscopio estereoscépico Nikon SMZ1500 con sistema de epi-fluorescencia

» Microscopio automatizafjo Nikon Eclipse E1000 (contraste de fase y fluorescencia)
con camara enfriada digiial Hamamatsu C4742-95

« Microscopio Nikon Eclipse 80i para DIC-Nomarski
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« Camara digital Nikon Coolpix 4500

« Microscopio Confocal Zeiss LSM 5 Pascal

5.1.7. Soluciones hibridacién in situ

PBT: 1x PBS, 0,1% Tween-20, estéril. pH 7.5,

PFA: 4% paraformaldehido en PBS

HYB™: 50% formamida, 5xSSC 0,1%Tween-20, pH 6.0

HYB*: HYB", 5mg/mL RNA de térula, 50pg/mL Heparina

MAB: | 100mM Acido Malico, 150mM NaCl, estéril, pH 7,5.

BCL: 0,1M TrisCE-pH9,5,:100mM:NaCl, 50mM MgCl, , 0,1% Tween-20
Block: 2% Blocking Reagent (Roche) en MAB

o R DCEEEE N I

5.1.8. Soluciones inmunofluorescencia indirecta
o 5 -

DI i . .

PBTr: 1x PBS,10;5% Triton.  .'¢

PBDTr: 1x PBS, 0,8% Triton, 1% Dimetilsulfoxido (DMSO)
Tris/PBS: ix PBS, 0,25% Tripsina .i»

TCA: 2% Acido tricloroacético en:PBS

DMSO/met:  20% Dimetilsulféxido en mietanol

1B: 10% Sueroide cabra en PBDTr




5.1.9. Anticuerpos y Trazadores Fluorescentes

Anticuerpos primarios

Anti_GFP_rabbit (policlonal, ABcam)
Anti_GFP_mouse (monoclonal, Chemicon)
Anti_acetylated a-tubuiine_mouse (monoclonal, Sigma)

Para todos los anticuerpos primarios la concentracion de trabajo fue 1 en 1000.

Anticuerpos Secundarios

Alexa 488_antirabbit IgG (Molecular Probes)
Alexa 488 _antimouse 1gG (Molecular Probes)
Alexa 633_antimouse IgG (Molecular Probes)

Para todos los anticuerpos secundarios la concentracién de trabajo fue 1 en 200.

Trazadores:

Trazadores lipofilicos carbocianinas en cristales  (Molecular Probes)
DiAép verde-amarillo, laser 488, D-291

DiD rojo lejano, laser 633, D7757

NeuroTrace 530/615 red flucrescent Nissl stain  (Invitrogen)
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5.1.10. Kits y Reactivos particulares

MinElute Gel extraction Kit.
Qlaprep Spin Miniprep Kit.

TA Cloning Kit (pCRII)

Probe Quant G-50 microcolumns
Trizol Reagent

BMP Purple AP-substrate
DIG-RNA Labeling Mix

DNase |

Proteinasa K

Tricaina

RNasin

Qlagen

Qlagen

Invitrogen

Amersham Bioscience
Invitrogen

Roche

Roche

Roche

Sigma

Sigma

Promega
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5.2. METODOS
5.2.1. Obtencién, manejo y fijacién de embriones de Medaka

Los embriones de Medaka fueron obtenidos de cruces espontaneos entre peces de
un mismo estanque gracias a que las hembras mantienen los huevos fertilizados
adheridos al vientre. Por este motivo la colecta se efectia removiendo manuaimente
los huev'ros del abdomen de la hembra con los dedos o con la ayuda de un asa. Los
embriones colectados fueron mantenidos en medio ERM (17.1 mM NaCl, 0,27 mM
CaCl,*2H,0, 0,4mM KCl, 0,66mM MgS0,+7H;0) a una temperatura de 28°C hasta el

estadio de interés. Los estadios fueron establecidos de acuerdo a lwamatsu (2004).

Para las hibridizacionés in situ, los embriones fueron fijados con corion en una
solucién al 4% de paraformaldehido (PFA) en PBS durante toda la noche a 4°C.
Después de este tiempo los embriones fueron lavados brevemente en PBS,
decorionados mecanicamente con forceps, deshidratados en lavados sucesivos con

etanol 30, 50 y 70% y luego mantenidos en metanol 100% a -20°C hasta su utilizacion.

Para los experimentos con trazadoreé (Di o Nissl fluorescente), los embriones no
fueron deshidratados sino’ que mantenidos en 0,5% PFA en PBS a 4°C y oscuridad
hasta por dos semanas.

. 1% . :
Para los experimentos de inmunofluorescencia el agente fijador utilizado fue acido

tricloroacético (TCA) al é% en PBS. Los embriones fueron fijados por 1,5hrs a

temperatura ambiente (RT), luego se lavaron por 40 minutos en PBTr (0,5%Triton en
PBS) reemplazando la solucién cada 10 minutos. El corion fue removido

mecanicamente. Los embriones fijados en TCA se conservaron hasta el momento de
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su utilizacién en PBTr a 4°C. Una fijacién alternativa fue utilizada especialmente para
experimentos de inmunofluorescencia contra tubulina-a acetilada. Se fijaron los
embriones en una solucion 20% dimetilsulféxido (DMSO) en metanol por 2 horas a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se agregd agua oxigenada hasta
obtener una solucién al 10% y se incubé a 4°C por toda [a noche. Los embriones
fueron finalmente lavados en metanol, decorionados mecanicamente y conservados en

metano! 100% a -20°C hasta su utilizacion.

Para los experimentos de microscopia confocal in vivo los embriones de Medaka
fueron decorionados enzimaticamente, .usando la enzima de eclosion (Hatching
enzyme) propia de estos peces obtenida de acuerdo al protocolo indicado en la

seccion siguiente.

“
H O

5.2.2. Decorionado enzimatico de embriones de Medaka

El corion de uMedaka}: esta compuesio por dos capas: una interna dura y una
externa mas blanda y no es posible removerlo de forma mecanica. Para los analisis in
vivo, el corion fue removido enzimaticamente con un protocolo de dos pasos que
incluye primero la accién de la Proteinasa K y luego el empleo de una proteasa
producida por el mismo embrién {Enzima de eclosion o Hatching enzyme) que degrada

la capa interna del corion (Yasumasu y col, 1994).
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5221. Obtencién de la Enzima de Eclosion

Se crecieron entre cien y doscientos embriones por aproximadamente una semana.
En estos embriones cercanos a la eclosion es posible identificar las células

productoras de la enzima de eclosion gracias a su color verde oscuro.

Una vez transferidos estos embriones a un eppendorf, se lavaron con agua
destilada por 20 minutos cambiando la solucién cada 5 minutos. Se retird toda el agua'
y se sumergié el tubo en nitrégeno liquido y répidamente se transfirié a un bafio
termorregulado a 37°C. Este ciclo de congelacién/descongelacion se repitio tres
veces. Se homogéneizé energéticamente y luego se centrifugd a maxima velocidad por
5 minutos. Se recolecté el'sobrenadante a un nuevo tubo mantenido en hielo.

¢

Se volvio a homogeneizar, centrifugar y colectar dos veces, agregando en la
segunda repeticién 500uL de PBS frio a ;a parte sélida a homogeneizar. Finalmente se
combinaron los sobrenadantes y se centrifugaron por 10 minutos a velocidad maxima.:
El sobrenadante colectado en esta tltima centrifugacion contiene la Halfching enzyme y

se mantiene a -80°C hasta su utilizacion.

5.2.2.2. Remocidn del corion ,

Los embriones a decorionar se colectaron en una placa de 96 pocillos y lavados
con agua destilada. Posteriormente se-ificubaron en Proteinasa K (20mg/mL) por 1
hora con agitacion suave. Al cabo de este tiempo se lavaron los embriones con ‘agua

destilada por 15 minutos y se cubrieron ‘con solucién de Hatching enzyme ponieﬁdo
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atencién de que los husvos se encontraran en una sola capa. Se cubrio el pocilio con
papel filtro humedo para evitar la evaporacion de la solucion y se incubd a 28°C. La
reaccion se completa en aproximadamente 5 horas, dependiendo de la calidad de la
enzima obtenida. Se monitoreo la reaccion observando la formacion de crateres en la
superficie del corion hasta que la capa interna se disolvié completamente y los

residuos de la capa externas pudieron ser facilmente removidos manualmente.

Una vez fuera del corion los embriones tienen que ser manipulados con reactivos y
materiales estériles y tienen que ser protegidos del contacto con el aire.

- -
L [

5.2.3. Procedimientos de biologia molecular
5.2.3.1. Electroforesis

Todas las electroforesis de DNA se ilévaron a cabo en geles de agarosa al 1% en
buffer TAE (Tris, acido acético, EDTA) ilisualizado con bromuro de etidio. Para las

electroforesis de RNA, se usd buffer TAE preparado con agua nanopura estéril.

5.2.3.2. Extracciéon de RNA total

El RNA total fue extraido desde embriones tardios de Medaka, entre los estadios
36 y 39. De acuerdo a las indicaciones del fabricante, los embriones fueron
homogeneizados enérgicamente en Trizol por 10 minutos. Se agreg0 cloroformo a esta
mezcla, sometiéndola a agitacion y centrifugacion y rescatando el RNA en la fase
acuosa superior. El RNA' fue precipitad'd con isopropanol mediante centrifugacion y

posteriormente lavado con etanol 75%. -Finalmente el RNA total fue resuspendido en
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agua nanopura estéril. La integridad del RNA fue verificada por electroforesis en gel de
agarosa y la concentracién se midid por espectrofotometria. La calidad se evalué

mediante la sintesis de cDNA.

5.2.3.3. Sintesis de cDNA

El RNA fue usado como sustraio para la sintesis de cDNA de hebra simple
mediante franscripcién reversa en una reaccién esténdar, utilizando 200 U de la
enzima Superscript 1l (Invitrogen) y 0,5 pg de partidor olige dT (entre 12 y 18
nucledtidos). La calidad del cDNA resuitante fue verificada mediante su utilizacion

como sustrato para la amplificacion de los genes de interés.

5.2.4. Clonamiento de genes de la familia KCTD de Medaka

El analisis de las bases de datos y el uso de las herramientas informaticas
indicadas en 5.1.5 permitié identificar éenes de Medaka pertenecientes a la familia
KCTD en tres distintos scaffolds. Sobre las secuencias codificantes putativas de estos

genes se disefiaron los partidores especificos indicados en 5.1.4.
3

El clonamiento de los genes de Medaka se realizé de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante del kit TA Cloning Kit, (Invitrogen). Brevemente, se‘
amplificaron con partidores especificos las secuencias correspondientes a los genes
de interés, usandc; como ?templado el chA sintetizado previamente. El programa del
PCR empezd con un minuto a 95°C y luego constd de 35 ciclos que incluyeron
desnaturalizacién a 94°C. por 50 segundos, alineamiento a 52°C por 50 segundos y

extensidon a 72°C por 1 minufo. Se finaliz6 la reaccion de PCR con 10 minutos a 72°C.’

H




El producto de PCR obtenido se corrié en gel de agarosa y desde éste se purificé

mediante kit MinElute de Qlagen para proceder a la reacci6n de ligacion.

La reaccion de ligacion contiene, ademas del producto de PCR y del vector pCRI,
buffer de ligacion, ligasa T4 (4 unidades Weiss) y agua hasta un volumen total de
10pL. La reaccion fue incubada toda la noche a 4°C en un termociclador MJ Research

PTC-100 v7.0.

Alicuotas de 2 pL de la reaccion fueron agregadas a 50 pL de bacterias
competentes Escherichia coli cepa TOP10F’ y se procedié a [a electroporacion con un
pulso de 1,8KV, incubandEJ posteriormente las bacterias en medio TB estéril mas sales
(medio que contiene trip{ona y extracto de levadura mas KH,PO, y K-HPO,) a 37°C
con agitacién por 40 minutos. Al cabo de este tiempo las bacterias fueron sembradas
sobre placas de LB-agar y ampicilina con.adicién de IPTG y X-gal e incubadas toda la

noche a 37°C. .

5.2.4.1. Seleccidn de clones y PCR de colonias

Los transformantes con insertos de cDNA fueron seleccionados por su resistencia
a ampicilina y por su incapacidad para degradar el X-gal, revelada por el color blanco
de la colonia. Las colonias seleccionadés fueron crecidas en medio liquido LB con
ampicilina toda la noche a 37°C. Las verificaciones de la presencia de un inserto. en
cada clon se llevaron a c;bo mediante la digestién del DNA plasmidial con fa enzima
EcoRIl que escinde el inserto desde el plasmido -en nuestro caso sin cortarlo- y

mediante PCR de colonias. El PCR de colonias se llevd a cabo con el mismo-

programa que el PCR inicial salvo que el templado usado fue 1pL del cultivo liquido de




bacterias y que la temperatura inicial de 92°C fue mantenida por 5 minutos y no por 1
minuto como en el caso anterior. Desde el cultivo liquido del clon seleccionado se
purificd el DNA plasmidial con el kit Qlaprep Spin Miniprep (Qlagen) y se-cred un stock

de bacterias en glicerol para poder almacenar el clon elegido a -80°C.

Para obtener la secuencia de los genes clonados se enviaron los plasmidos
purificados a la empresa Retrogen (San Diego, USA) que llevé a cabo las reacciones
de secuenciacion en un equipo ABI 3730, con partidores SP6 y T7, leyendo 850pb en

promedio por cada reaccion.

5.2.4.2. Analisis de secuencias

Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el programa ClustalX en una
alineamiento mdltiple con genes de la familia KCTD, de acuerdo a los nimeros de
acceso publicados en literatura (Gamse y col, 2005). Se construyeron los arboles

relativos con el programa MEGA v3.1.

5.2.5. Obtencion de sondas para hibridacion in situ
5.2.5.1. Linearizacion de DNA plasmidial

Para obtener el DNA templado para la transcripcion in vitro del RNA antisentido de
la sonda, es necesario linearizar el plasmido aislado desde el clon seleccionado con
una enzima que corte el vector rio-arriba del extremo 5' del gen pero que no tenga sitio

de corte dentro del inserto. La reaccidn de linearizacion se llevé a cabo como se

describe a continuacion: a 5ug de DNA plasmidial se agregaron 10uL de Buffer




10x de la enzima de restriccién, 2L de la enzima de restriccién y H,O nanopura hasta
completar un volumen de 100uL. Se incubd la reaccién por cuatro horas a 37°C en
bafio termorregulado y luego se controlé en un gel de agarosa la digestion completa
del plasmido. Se agregé a la solucién un volumen de Fenol/Sevag (25:24:1
Fenol:Cloroformo; Alcohol isoamilico), se mezclé en vortex por 2 minutos y se
centrifugd a velocidad maxima por 5 minutos. La fase superior fue colectada en un
nuevo tubo. El DNA fue precipitado agregando 1/10 de volumen de 3M NaOAc-pH=6 y
2 volimenes de etanol 100% frio e incubando toda la noche a -20°C. Se procedit a -
centrifugar durante 10 minutos, a descartar el sobrenadante y a lavar el pelfet con
500uL de etanol 70%. Se volvio a precipit;r el pellet por centrifugacion, se removié el“
sobrenadante, se dejo éecar el pellet al aire por 15 minutos y finalmente se

resuspendid en 10uL de agua nanopura.

De esta forma se genérd el DNA templado que para generar fa sonda antisentido
de RNA. Este templado debera ser transcrito con la polimerasa cuyc promotor se
encuentre rio abajo. Para mas detalle se adjunta como material optativo el mapa del

"

vector utilizado.

5.25.2. ‘Transcripcion in vitro de sondas marcadas con dioxigenina

T

La reaccidn de transéripcién in vitro se llevé a cabo de la siguiente forma: en un-
volumen final de 20pL de if';:gregr:xron 41L de 5X Buffer de transcripcién (Promega), 2uL
100mM DTT dithiothreitol (Promega), 0,5uL RNasin (Promega), 1L 10X DNTP-DIG
(DIG-RNA Labeling Mix, Roche), 1uL DNA linearizado, 9,5uL H.O nanopura estéril, |
1uL RNA polimerasa SP6/T7 segtin corresponda. La reaccion se incubd por 4 horas a

37°C en barfio termorregulado. Se procedié a remover el DNA templado con la adiccion
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de 2 pl (40 unidades) de DNase | (Roche). Esta reaccién se prolongd durante 30
minutos a 37°C y se detuvo agregando 2 ul de EDTA (0.2 M pH = 8.0). La sonda fue
purificada pasandola por una columna Probe Quant G-50 segun las indicaciones del

fabricante.

5.2.6. Hibridacion in situ en embriones enteros de Medaka

Las hibridaciones in situ en embriones enteros de Medaka se llevaron a cabo de
acuerdo a protocolos descritos en literatura (Hauptmann, 1994; Loosli, 1998).
Brevemente, los embrlon’es en metano! son re-hidratados con una serie de lavados
corfos en Metano!l en PBT (75%; 50%; 25% MeCH/PBT; PBT). Poster[ormente los
embriones fueron blanqueados con 6% peroxndo de hidrogeno en PBT por una hora y

luego incubados con Proteinasa K (10 pg/mL) para permeabilizarlos. El tiempo de

incubacidn con Proteinasa K depende del estadio del embrién a tratar y se resume en

la tabla 1.

Tabla 1 Tiempes de incubacién con Proteinasa K 10pg/mL segdn estadio.

MEDAKA
Estadio Incubacidn
17-20 5 min
21-24 7 min
25-30 ) 10-15 min
>30 . > 20 min
H ' 60 min




Después de la permeabilizacién los embriones fueron re-fijados en PFA 4% ,
lavados nuevamente con PBT y pre-hibridados en HYB" por 2hrs a 65°C. Al cabo de
las dos horas se reemplazé la solucion por HYB® conteniendo la sonda a la

concentracion adecuada. Se hibridizé toda la noche a 65°C.

Los embriones fueron lavados por una hora en HYB  y sucesivamente en
soluciones de concentraciones decrecientes de en PBT siempre a 65°C. Terminado el
lavado se equilibraron los embriones en MAB y se procedi6 a incubarlos por 3hrs en
2% Blocking Agent (Boehringer) en MAB. Transcurrido este tiempo se reemplazo esta
solucién con otra equivalente a la cual se le agregé el anticuerpo anti-DIG-AP (1:5000)
para dejar incubando toda la noche a 4°C. Se lavaron por dos horas los embriones
con MAB, reemplazando la solucion cada 15min, trasladandolos en el Gltimo lavado a
una placa multiwell en la cual se procedié a equilibrarlos en el Buffer_del sustrato

(BCL).

EA

Finalmente, manteniendo el multiwell en oscuridad, se reveld agregando el
sustrato para la enzima fosfatasa alcalina (BM Purple, Roche) y monitoreando la
reaccién cada media hora. Para detener la reaccion se lavaron fos embriones con PBT,
se volvieron a fijar en PFA por 1 hora y se pasaron por soluciones de concentraciones
crecientes de glicerol en PBS (25%, 50%, 75%). Finalmente se tomaron fotos de los
embriones con un Microscopio Nikon Eclipse 80i para DIC-Nomarski con objetivo 40X,
monténdo‘los en camaras:llenas de glicerol 100% y removiendo el saco vitelino y los :

ojos cuando necesario.
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5.2.7. Analisis in vivo de peces transgénicos

Para estudiar el desarrollo de la asimetria en diencéfalo de Medaka se analizaron
por miscroscopia confocal embriones vivos de transgénicos DE-GFP y fRX2-GFP en
diferentes estadios del desarrollo. Estos embriones fueron anestesiados con tricaina |
disuelta en el medio en una concentracién de 160pg/mL. Los embriones fueron
mantenidos en el medio entre 5 y 10 minutos o hasta que no mostraron movimientos
musculares. A continuacion fueron montados para la observacién en el microscopio
confocal. La cdmara se construye gracias a un anillo de un didametro aproximado de
un centimetro, de widridzo de otro.material transparente que no interfiera con Ia.
visualizacion. Este anillo es adherido a un cubrecbjeto formando de esta manera una

1 { o I i
camara que es llenada con agarosa 2% de bajo punto de fusion. En esta agarosa es

- g C
incluido el embridn vivo y decorionado que rapidamente es orientado con la: parte de

1
&2 -

interés (habénula y complejo pineal) hacia abajo, hacia el cubreobjeto. Una vez

1oy .

solidificada la agarosa, la camara es llenada con medio conteniendo anestésico y
t

]
al

IO B o

cerrada con un portaobjeto. Esto pemmite que el embrién sea montado cerca del
LRI 3 - -

cubreobjeto, evitando que una ubicacién demasiado profunda dentro de la agarosa

] . L. +

impida la observacion en el microscopio. Todas las imagenes fueron fomadas con un

objetivo de inmersién de agua, aumento 40X en el microscopio confocal del Centro
¢ & o
FONDAP de Estudios Moleculares de la Célula (CEMC), Facultad de Medicina,

0 [

Universidad de Chile.




5.2.8. Inmunofluorescencia indirecta en embriones enteros

Después de la fijacion en TCA o en DMSO/met los embriones fueron
permeabilizados incubandolos en tripsina 0,25% en PBS frio por 15 minutos.
Transcurrido este tiempo fueron lavados dos veces con PBTr por 10 minutos. La

reaccion de permeabilizacién y los lavados fueron llevados a cabo sobre hielo.

A continuacién se procedié a bloquear los posibles sitios inespecificos de unién
para el anticuerpo incubando los embriones por 2 horas en 1B y luego se reemplazd
esta solucion por |B conteniendo los anticuerpos primarios correspondientes dejando la
reaccion proceder por tod‘al la noche a 4°C.

i

Luego de retirar la solucién con los anticuerpos se procedi6 a lavar los embriones
por 2 horas en PBTr, reemplazando la solucién cada 30 minutos. Se procedid
nuevamente a la reaccién’ de bloqueo con IB por 2 horas y a reemplazar luego el IB por
la solucién conteniente los; anticuerpos secundarios correspondientes. Se mantuvieron
los embriones en anticuerpo secundario durante toda la noche a 4°C. Desde este
momento en adelante los. embriones deben ser mantenidos en la oscuridad. Una vez
retirada la solucién con los anticuerpos se procedié a lavar los embriones de forma
totalmente analoga a la descrita anteriormente. Los embriones fueron tratados con
concentraciones crecient'gs de glicerol en PBS ( 30%, 50%, 70%, 100% durante 10

minutos cada una). Una vez en glicerol puro se procedié a montarlos en camaras de

visualizacion para confocal llenas de glicerol.
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Tincidn de Nissl fluorescente en embriones enteros

La tincién de Nissl permite distinguir cuerpos neuronales y fue llevada a cabo en
embriones enteros de Medaka fijados como indicado anteriormente en estadio de

eclosién (aproximadamente 8 dias).

Se procedi6 inicialmente a la remocién de la piel de la cabeza y de los ojos con el
cuidado de no dafiar la zona de interés. Esto fue llevado a cabo manualmente con
forceps y una aguja de tungsteno usando una lupa estereoscopica con zoom. Luego se
lavaron los embriones con PBDTr por 30 minutos cambiando la solucidén cada 10
minutos. Para aumentar ['; permeabilidad“del tejido se incubaron los embriones por 10

minutos en proteinasa K 10pg/uL por 5.minutos y luego se lavaron con PBTr por 10

‘minutos, repitiendo el lavado tres veces. A continuacion se diluyo doscientas veces:con

PBS el NeuroTrace 530/615 red y en esta solucién se incubaron los embriones toda la
noche a 4°C y en oscuridad. Una vez transcurrido este tiempo los embriones fueron
lavados con PBTr por 3 horas cambiando la solucién cada media hora.

f

Los embriones fueron montados para su observacion en confocal en camaras

llenas de glicerol 100% o incluidos en agarosa.

H 15

5.2.9. Tincién axonal con trazadores lipofilicos de eferentes habenulares

Para los estudios sobre la conectividad eferente de la habénula se realizaron
marcajes diferenciales de'habénula izquierda y derecha con trazadores lipofilicos. Se
usaron larvas eclosionadas (st 39) de, Medaka silvestres y transgénicos DE-GFP .

fijadas y posteriormente conservadas en 0,5% PFA en PBS (ver 2.1), cuyos ojos y piel

7 Ve
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de la cabeza fueron removidos mecanicamente como en 2.8. De acuerdo a un
protocolo modificado de Yanez & Anadon 1996 (Aizawa y col, 2005) se aplicaron
directamente cristales de trazadores DiAsp o DD a los nlicleos habenulares derecho e
izquierdo para la marcacién diferencial de sus eferentes. Para ello se disuelven el
DiDlDiAsp en 100% etanol (o cloroformo) hasta una concentracién aproximada del 2%
(m/V). Una. gota de esta solucion se vierte sobre un portacbjeto y se agita con una
aguja de tungsteno hasta que se seque para recoger cristales. Usando un
micromanipulador se llevan los cristales recogidos con la aguja y se depositan en la
habénula correspondiente. Posterior a ello, se incuban los cerebros en 0,5%PFA a 4°C

E]

y en oscuridad por 1-2 dias para permitir [a difusién del trazador hasta el nucleo

i L

interpeduncular.

Una vez finalizado el periodo de incubacién se procede al andlisis por microscopia

confocal montando en agarosa al 2% en PBS.

5.2.10. Reconstrucciones tridimensionales

Las imagenes obtenidas en el microscopio confocal para los diferentes
experimentos fugron deconvolucionadas ‘isando los programas Huygens Professional
y Huygens Scripting. Los parametros de deconvolucion fueron elegidos de acuerdo a
las caracteristicas de cada una de las imagenes. Las series de imagenes
deconvolucionadas fueron usadas para obtener las reconstrucciones tridimensionales

usando la aplicacién Volocity (Improvision), para Macintosh.
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6. RESULTADOS

6.1. Asimetria molecular: expresion de Pitx2 en el diencéfalo de Medaka

De acuerdo a la literatura existente (Concha y col, 2000) y a estudios preliminares
de nuestro [aboratorio, pitx2c, el gen efector de la via nodal, se expresa en forma
asimétrica en el diencéfalo izquierdo de pez cebra previamente a la morfogénesis
asimétrica. Con el fin de establecer si algo similar acontece en Medaka, examinamos
el patrén de expresion de piftx2 de Medaka durante el desarrollo, utilizando una

ribosonda generada a partir de un cDNA presente en nuestro [aboratorio.

A partir del estadio 22, pitx2 se expresa en el diencéfalo y en el estadio 23 se nota
claramente que esta expresion se localiza a la izquierda de la linea media. La
expresién asimétrica de pifx2 en el diencéfalo es mantenida por aproximadamente tres

dias, hasta el estadio 32, después del cual ya no es detectable (Figura 6.1.1).

Por lo tanto, la expresion asimétrica;transiente de pitx2 en el lado izquierdo del
X .
cerebro es concordante con lo descrito para pez cebra lo que indica que también en -
Medaka existe una asin:letria molecular que empieza de forma previa al desarrollo
morfologico diferencial izquierda-derecha y que se mantiene hasta etapas del

desarrollo mas avanzadas.

”

:
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Figura 6.1.1. Analisis por Hibridacién in situ de la expresion de Pitx2 en diencéfalo de Medaka.

En todos los cuadros, vistas dorsales con anterior hacia arriba e izquierda a la izquierda.
El transcrito de pitx2c se detecta asimétricamente en el diencéfalo desde el estadio 23 al estadio 32. |
E| asterisco indica el dominio de expresién asimétrica de pitx2c.

6.2. Asimetria morfolégica

6.2.1. Habénula

El epitalamo de teledsteos presenta asimetrias anatomicas notables en el eje
izquierda-derecha en relacién a los nucleos habenulares y al érgano parapineal
(Concha & Wilson, 2001; Concha y col, 2000; Concha y col, 2003; introduccion de la
presente tesis). En pez cebra se ha descrito que los nlcleos habenulares derecho e
izquierdo presentan una marcada asimetria en cuanto al contenido de neuropila
(Concha y col, 2000; Concha y col, 2003). Con el fin de investigar la existencia de este
tipo de asimetria en Medaka analizamos el contenido de neuropila habenular por

inmunofluorescencia indirecta simple contra tubulina-a acetilada o doble contra

tubulina-a acetilada y contra GFP en larvas DE-GFP en st 39 (ver 2.1).
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La figura 6.2.1.1 muestra que al igual que en pez cebra, existe una marcada
diferencia en el contenido de neuropila entre la habénula izquierda y derecha de

Medaka, la que es incluso mas notoria que lo observado en pez cebra.

Figura 6.2.1.1 Inmunofluorescencia indirecta en epitdlamo de Medaka.

Proyeccion plana de una reconstruccion tridimensional de imagenes de
microscopia confocal de experimentos de inmunofluorescencia en larvas
silvestres (C) y DE-GFP (A) y (B) , fijadas en estadio 39. En verde la sefial para
GFP y en rojo para tubulina-c. acetilada. En (B) y (C) se muestran dos ejemplos
de inmunofluorescencia simple. En todos los cuadros la vista es dorsal, con
anterior hacia arriba. Abreviaciones: Hb-lzg, Habénula izquierda; Hb-der,
Habénula derecha; CmH, Comisura Habenular.
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Mediante la observacién in vivo de larvas de la cepa transgénica DE-GFP, pudimos
constatar que el tamafo del nucleo habenular izquierdo es mayor que el del nucleo
habenular derecho, y que el arreglo neuronal y de circuiteria axonal es también distinto

en los dos ntcleos habenulares (Figura 6.2.1.2).

Figura 6.2.1.2 Andlisis in vivo de larvas DE-GFP en estadio 39

(A) Proyeccion plana de una reconstruccion tridimensional de una serie de confocal para un
embrién de tipo transgénico DE-GFP, st 39. (B) y (C) Cortes opticos para dos distintos
embriones transgénicos en los cuales se aprecian los nucleos habenulares izquierdo y derecho.
Es posible apreciar en todos los cuadros que la habénula izquierda es de mayor tamario que la
derecha.
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Para investigar si la existencia de arreglos distintos de neuropila en los ntcleos
habenulares derecho e izquierdo se ve reflejado en un organizacion diferencial de los
cuerpos celulares, realizamos una tincidn de Nissl fluorescente en embriones enteros
de la cepa DE-GFP, con el fin de poder visualizar al mismo tiempo el arreglo de los
dominios de neuropila en verde y los cuerpos celulares en rojo. Como se observa en la
Figura 6.2.1.3, la sefial GFP de neuropila del transgénico y la tincion de Nissl son en
gran medida complementarias. De hecho, es posible visualizar que existen
aglomerados estrechos de neuropila que se encuentran rodeados de cuerpos
celulares, y que ellos presentan marcadas asimetrias izquierda-derecha. La habénula
izquierda presenta dos gr'andes zonas libres de cuerpos celulares en la parte dorsal
donde se ubica una densa neuropila, mientras que la habénula derecha sélo presenta.
una. En zonas mas ventrales, el nucleo izquierdo asimétrico medial y anterior no se

[y

encuentra y para ambas habénulas se distingte un solo niicleo, como se muestra en la

Figura 6.2.1.4. Estos resultados sugieren, nuevamente, un arreglo diferente de los

-
!

subnucleos y circuitos habenulares internos entre Ia izquierda y la derecha.
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Figura 6.2.1.3. Tincién de Nissl fluorescente en larvas DE-GFP st 39

Proyecciones planas de reconstrucciones 3D de series de confocal. En rojo los cuerpos de Nissl
tefiidos con la tincién homénima, en verde la GFP propia del transgénico. En todos los cuadros la vista
es dorsal con anterior hacia arriba. En (A) y (B) se muestra la proyeccion de la reconstruccién de la
habénula completa con ambos canales y sélo canal rojo respectivamente. En (C), (D) y (E) se muestra
la proyeccion de una reconstruccion cuyos cortes mas dorsales no fueron incluidos para poder apreciar
el arreglo en el interior de las habénulas. En (C) y (D) se muestran separadamente los dos canales de la
imagen en (E).
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Figura 6.2.1.4. Tincién de Nissl fluorescente en larvas de Medaka st39

Cortes dpticos desde una serie completa de microscopia confocal, mostrando la organizacién de los

cuerpos celulares desde més ventral (A) hacia mas dorsal (H). Todas las vistas son dorsales con
anterior hacia delante, izquierda a la izquierda.

6.2.2. Organo parapineal

El érgano parapineal en pez cebra se ubica a la izquierda de la linea media y
establece conexiones exclusivamente con el nucleo habenular ipsilateral. Con el fin de
estudiar la posicion del érgano parapineal en Medaka y su eventual asimetria en la
conectividad con la habénula realizamos observaciones in vivo de embriones
transgénicos fRx2-GFP, los cuales expresan la GFP en forma especifica en el

complejo pineal (Figura 6.2.2.1).

En la figura es posible observar que el 6rgano parapineal de Medaka (en verde) se
encuentra a la izquierda del érgano pineal (en rojo) y por lo tanto a la izquierda de la
linea media, sugiriendo que la migracién asimétrica del 6rgano parapineal esta

conservada en esta especie.
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Figura 6.2.2.1 Analisis in vivo en embriones de Medaka, cepa fRx2-GFP

(

En todos lo cuadros, vistas dorsales con anterior hacia arriba. En (B), (D) y (F),
proyecciones planas de reconstrucciones 3D desde una serie de microscopia confocal
para embriones fRx2-GFP del estadio indicado en figura. (A), (C) y (E) son
representaciones esquematicas de los cuadros respectivos a la derecha. En rojo la
pineal en su ubicacién medial, en verde el 6rgano parapineal. Se observa que el érgano

parapineal se ubica a la izquierda.

Con el fin de analizar la relacién entre el érgano parapineal y la habénula se
cruzaron peces transgénicos DE-GFP con fRX2-GFP para obtener dobles transgénicos
que permitan visualizar habénula y parapineal al mismo tiempo. La imagen in vivo de

una larva de este doble transgénico se muestra en la Figura 6.2.2.2. Es posible notar
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que el érgano parapineal se ubica ala izquierda y que proyecta de forma ipsilateral a la

habénula izquierda.

Figura 6.2.2.2 El érgano parapineal proyecta exclusivamente a la habénula izquierda.

Hb-izq

Proyecciones
parapineal

(A) Imagen in vivo de una
larva doble transgénica
DE/fRx2-GFP. (B) Tincion de
Nissl fluorescente en larva
fRx2-GFP. En rojo los cuerpos
de Nissl, en verde |la
fluorescencia del transgénico,
en azul los contornos de Ia
habenula izquierda. Ambos
cuadros muestran que el
6rgano parapineal proyecta
sélo a la habénula izquierda
Vistas dorsales con anterior
hacia arriba.

Hb-izq, habénula izquierda;
Hb-der, habénula derecha; Pp,
éraano parapineal

parapineal

6.3. Asimetrias de conectividad en el NIP
Se ha descrito que la organizacién asimétrica izquierda-derecha de la habénula se
traduce en una segregacion dorsoventral en el arreglo de los eferentes habenulares en

el nucleo interpeduncular (Aizawa y col, 2005; Gamse y col, 2005). Con este
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antecedente, quisimos investigar si esta segregacion de la conectividad habenular
eferente en el NIP se conserva en Medaka. Para esto realizamos marcaciones
diferenciales de habénula izquierda y derecha con trazadores lipofilicos como fue
descrito en 5.2.10. Para estos experimentos utilizamos larvas en estadio 39 y los

resultados se muestran en el esquema de la Figura 6.3.1.

Figura 6.3.1 Esquema de los estudios de conectividad eferente en larvas de Medaka en st 38.

RH

)

. LH
HABENULAE : “Ow - & \

fasciculi retroflexus

INTERPEDUNCULAR

Esquema ilustrativo de los estudios de conectividad eferente. Los cristales DiAsp y DD
fueron depositados en la habénula izquierda y derecha respectivamente y se permitio que
difundieran por el fasciculo retroflexo hasta el Nucleo interpeduncular en el cual se puede
observar que los dominios de proyeccion se encuentran segregados en el eje dorso ventral.
LH: habénula izquierda; RH: habénula derecha. d: dorsal; v: ventral; L: izquierda; R: derecha.
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Nuestros resultados muestran que los eferentes habenulares izquierdos y derechos
llegan al NIP en dominios segregados en el eje dorso ventral, tal como fue descrito
para pez cebra. La habénula izquierda proyecta en un dominio dorsal mientras que los
eferentes que provienen del nicleo habenular derecho llegan a la porcion ventral del
NIP. En la figura 6.3.2 se muestra una ampliacién del resultado mostrado en la figura
6.3.1. Se aprecia como las marcaciones roja y verde no se sobreponen, indicando que
los dominios son efectivamente segregados en el eje dorso ventral. Esto significa que
en Medaka como en pez cebra, la informacién izquierda-derecha presente a nivel de la
habénula es transformada en una informacion dorso-ventral a nivel de las

proyecciones al cerebro medio.

Figura 6.3.2. Los eferentes habenulares izquierdos y derechos estan segregados en el NIP.

Proyecciones planas de reconstrucciones 3D del NIP de Medaka st39. Los eferentes del
nucleo habenular izquierdo y derecho se muestran en rojo y verde, respectivamente.

En el cuadro de la izquierda una vista dorsal, con anterior hacia delante. A la derecha la
misma reconstruccion en vista lateral, dorsal hacia la izquierda.

Es posible visualizar que los eferentes habenulares llegan al NIP de forma segregada,
formando dos anillos ordenados en el eje dorso-ventral. La habénula izquierda proyecta en
dorsal, la derecha en ventral.
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6.4. Clonamiento de genes de la familia KCTD de Medaka

De acuerdo a la literatura, la segregacion de los eferentes habenulares en el NIP
podria ser consecuencia de la existencia de una organizacion en sub-nicleos de la
habénula misma (Aizawa y col, 2005; Gamse y col, 2005). De acuerdo a estudios en
pez cebra, los subnicleos de la habénula son posibles de identificar en estadios
temprano del desarrolio por la expresion diferencial de genes de la familia KCTD:
leftover (fov), righton (ron), y dexter (dex) (Gamse y col, 2003 y 2005; ver introduccién
de esta tesis). De esta forma, nos planteamos clonar los genes ortdlogos de lov, ron 'y
dex de Medaka, con el fin de, en el futuro, poder analizar la organizacién subnuclear
de la habénula de Medak:a y su relacion con las proyecciones eferentes hacia el NIP.
Los detalles experimentales del clonamiento de estos genes se entregan en Materiales

{ v

y Métodos en las secciones 5.1.4, 5.1.5 y 5.24. y las secuencias nucleotidicas se

incluyen como material anexo.

Con las secuencias obtenidas y traducidas a secuencias proteicas se construyo un
arbol analogo al publicado por Gamse y, col (2005), que incluye las secuencias para
Medaka. De acuerdo a la literatura, estos genes contienen un dominio caracteristico
en el amino terminal homologo a un dominio de tetramerizacion de canal de potasio
sensible a voltaje pero carecen de otras. caracteristicas comunes a las proteinas de
tipo canal (Gamse y col, 2005; Marchler-Bauer y col, 2003). Segtin los analisis de .
Gamse y col, (2005), los genes de la familia KCTD de pez cebra, ratén y humano se
organizan en cuatro grupos. Nuesiros genes se enmarcan en estos mismos cuatro

grupos (Figura 6.1.1).
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El alineamiento fue realizado con ClustaiX 1.83 y los arboles con el programa Mega
3.1. Los arboles fueron construidos con los meétodos Neighbor-joining y Maxima
parsimonia con bootsfrap de 1000 repeticiones. Los arboles resultantes son analogos.
De acuerdo a estos andlisis, dos de los tres genes de Medaka que clonamos se ubican

en el mismo grupo de los genes /ov y ron de pez cebra.

La proteina putativa codificada por el gen ubicado en el scaffold 105 (Scf105)
muestra una identidad con lov de pez cebra del 80% y este resultado mantienes
coherente con el andlisis de la secuencia nucleotidica, sugiriendo fuertemente que se
trata del ortdlogo de este gen. El ofro gen que se ubica en este grupo es el Scf07 que

podria corresponder al ortdlogo de ron, a pesar de que en este caso el resultado no es

tan univoco como en el caso anterior.

El tercer gen (Scf263) se ubica en el Qrupo compuesto por los genes KCTD12b de
pez cebra y ratén, y también en este caso el andlisis de la secuencia nucleotidica
confirma el resultado mencionado. En pez cebra, este gen se expresa en la retina pero

no en el diencéfalo.

No enconframos ningtin gen perteneciente al grupo de dex, sin embargo es
importante evidenciar que‘l estos genes tieinen un alto grado de similitud entre si, por lo
que el patrén de expresion de estos geneé podria variar entre especies. De esta forma,
los futuros experimentos de hibridacién in situ proporcionaran informacién valiosa

sobre las relaciones entre estos genes y sus ortélogos en pez cebra, en particular en

relacién a la organizacién sub-nuclear de la habénula..
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Figura 6.4.1 — Arbol sobre secuencias proteicas de los genes KCTD.
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Arboles construidos con dos diferentes métodos para secuencias proteicas para los genes KCTD
descritos por Gamse y col, (2005) y los genes de Medaka clonados en esta tesis. En rojo los genes
de Medaka clonados, en azul los genes de pez cebra que se expresan en la habénula de larva.
Abreviaturas: DR: pez cebra (Danio rerio); MM: ratén (Mus musculus), HS: humano (Homo sapiens
sapiens). El resultado obtenido con ambos métodos es analogo.
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7. DISCUSION

La mayor parte de los animales presenta un plan corporal bilateral basado sobre
tres ejes: antero-posterior, dorso-ventral e izquierda-derecha. Es importante evidenciar
que en realidad no existe un eje izquierdo-derecho Unico, sino que dos ejes medio-
laterales - el “izquierdo” y el “derecho” - que se propagan desde la linea media en

ambas direcciones (Paimer, 2004).

Del punto de vista tedrico estos dos ejes son imagenes especulares y por lo tanto
un cuerpo bilateraimente simétrico seria Ia consecuencia natural de un plan corporal
con dos ejes establecidos. En realidad la mayoria de los animales, sino todos,
presentan asimetrias morfoldgicas notorias entre el lado izquierdo y derecho del
cuerpo, indicando que existen mecanismos adicionales que diferencian un eje medio-
lateral del otro {Palmer, 2004). El hecho de que estas asimetrias sean conservadas
entre especies y en algunos casos consistentes entre individuos de la misma especie,
indica la existencia de mecanismos que establecen y controlan la asimetria izquierda-
derecha y la lateralidad de ésta durante el desarrollo. Estos mecanismos se han
estudiado intensamente en los Ultimos afios en modelos experimentales bien
establecidos (pez cebra, rana, pollo y ratén), sobretodo en relacién al posicionamiento
de los drganos internos (Tian & Meng, 2(306; Bisgrove y col, 2003; Long y col, 2003;
Horne-Badovinac y col, 2003; Mercola & Levin, 2001; Branford y col, 2000; Sampath y

col, 1997;).

La informacién obtenida en estos estudios ha revelado grandes similitudes entre
vertebrados pero también. caracteristicas: més peculiares de alguna clase o especie.

Cabe preguntarse entonces cuales son los aspectos del establecimiento de la
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asimetria I/D que corresponden a mecanismos ancestrales conservados y cuales son .
variaciones especle-especificas. Ademéas es interesante preguntarse a qué obedecen
estas variaciones (p.e. morfologia del embrion, tiempo de desarrollo, modo de vida).
Para contestar estas preguntas es necesario ampliar el espectro de modelos utilizados
avanzando hacia estudios comparados del establecimiento de la asimetria izquierda-

derecha en el desarrolio.

Coherente con esta necesidad, el objetivo de ésta tesis fue proponer el 'pez
teleosteo Medaka (Oryzias latipes) como modelo de asimetria izquierda-derecha, en
particular en relacion al desarrollo de la asimetria del sistema nervioso central. En
apoyo a nuestra propuesta, durante el curso de esta tesis se publicaron dos articulos
que exploran los mecanismos genéticos involucrados en el desarrollo de las asimetrias
izquierda-derecha de los 6rganos internos de Medaka (Bajoghli y col, 2007; Soroldoni y
col, 2007). Estos estudios indican que pez cebra y Medaka comparten vias genéticas
similares en el control de las asimetrias izquierda-derecha, sin embargo, existen
diferencias en el patrén de expresién espacial y/o temporal de ciertos componentes

genéticos indicando [a coexistencia de estrategias especie especificas.

De acuerdo a la literatura desarrollada fundamentalmente en pez cebra, existe una
asimetria molecular previa al desarrollo de las asimetrias morfologicas la que se
caracteriza por la expresion asimétrica izquierda de distintos componentes de ia via
Nodal (Shiratori y col, 2006; Long y col, 2003; Burdine & Shier, 2000; Bisgrove y col;
2000; Rebagliati y col, 1998; Essner y col, 2000; Concha y col, 2000; Liang y col,

2000).
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En nuestro primer objetivo analizamos el pairén de expresion del efector de la via
Nodal en el diencéfalo de Medaka, utilizando hibridacion in situ en el embrion entero.
Encontramos que pitx2¢ tiene expresion transiente y asimétrica en el diencefalo
izquierdo durante la somitogénesis. Esto significa que al igual que en pez cebra, la via
Nodal se aciiva en forma unilateral en el cerebro del embrion y que su sefializacion
esta presente en estadios anteriores al desarrollo de las asimetrias morfologicas del

cerebro.

En relacion a la morfologia del epitalamo (segundo objetivo), nuestros resultados
muestran que el patron izquierda-derecha de asimetrias morfologicas en Medaka es
similar al patron descrito :.en pez cebra. La habénula izquierda tiene un contenido de
neuropila mas profuso que la habénula derecha y presenta una organizacién distinta;
sobretodo en relacidn al .arreglo de los cuerpos celulares en la zona mas dorsal y
anterior. Ademds la habénula izquierda es el (nico blanco de las proyecciones del
6rgano parapineal que se. ubica a la izquierda de la linea media, tal como ocurre -en
pez cebra. Gracias a la observacion de los transgénicos fRx2-GFP y fRx2/DE-GFP fue
posible visualizar directam?nte e in vivo la organizacion del érgano parapineal y de sus
proyecciones hacia el n’licleo habenular izquierdo siendo este un acercamiento
experimental importante, dado que no existe al momento en pez cebra un transgénico

)

que permita visualizar la habénula completa.
Desde el punto de vista de la conectividad, el tercer objetivo de esta tesis, se
estudié la topologia de lbs eferentes- habenulares en el nicleo interpeduncular. Tal

como se observa en pez'cebra, la habénula izquierda de Medaka proyecta a la zona

dorsal del NIP mientras que la habénula derecha proyecta a la regién ventral de este




ntcleo. Los eferentes se encuentran por lo tanto segregados, confirmando la

transmision al NIP de las asimetrias epitalamicas.

Estos resultados muestran que en el epitdlamo de Medaka existen asimetrias
conspicuas en el gje izquierda-derecha y que el patron general de estas asimetrias es
conservado entre Medaka y el modelo tradicional de pez cebra. Ademas, desde el
punto de vista molecular la expresién de pitx2¢ en el diencéfalo izquierdo (Fig.6.1.1)
apoya la hipétesis de mecanismos genéticos conservados que actuarian en todos los

vertebrados.

La sefializacion de la via Nodal seria uno de esos mecanismos y se ha demostrado
su rol en regular la lateralidad de la asimetria en el cerebro de pez cebra (Concha y
col, 2000). Existiria entre las dos mitades del cerebro una competencia para el
desarrollo de las caracteristicas morfologicas izquierdas dado que ambas mitades son
en principioc competentes ‘para ello. Nodal estaria introduciendo en esta competencia
una “ventaja competitiva® hacia el lado izquierdo, determinando una lateralidad

consistente entre individuos de una poblacién (Concha y col, 2003).

A pesar del alto grado de conservacion en el patrén global de asimetria /D
encontrado entre estas dos especies relativamente cercanas (pez cebra y Medaka), es
interesante destacar que. existen diferencias notorias entre ambos modelos. En
relacion al contenido de neuropila en la habénula izquierda de Medaka, las asimetrias
morfolégicas son incluso mas notorias que en pez cebra (Fig.6.2.1.1) siendo este un )
fenémeno interesante de explicar en relacion a los posibles mecanismos especie-
especificos mencionados anteriormente. Ademas la organizacién cito-arquitectonica de

la habénula de Medaka, en relacion a la disposicion de los cuerpos celulares en la
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zona dorsal, presenta un aspecto no descrito para pez cebra, siendo nuestra tincién de
Nissl fluorescente en embrion completo (Fig.6.2.1.3) un acercamiento experimental

novedoso.

Las variaciones existentes entre Medaka y pez cebra dan cuenta por lo tanto de los
mecanismos especie-especificos en coaccidn con mecanismos mas generales. Pa}a
poder identificar y estudiar de forma sistematica dichas variaciones es necesario
estudiar la organizacion subnuclear de la habénula de Medaka, con el fin de evaluar el

grado de conservacion topolégica real entre estos dos modelos.

El cuarto y dltimo objetivo de este trabajo se planteé en acuerdo con esta
necesidad. Se c]oxl"laron genes de Médaka pertenecientes a la familia KCTD. Se
obtuvieron tres genes que segin nuestro andlisis de secuencias corresponden
probablemente a los ortdlogos de fov (Scf105), ron (Scf07) y del gen KCTD12b
(Scf263) de pez cebra. En el caso de los'genes Scf105 y Scf263 el analisis cladistico
arrojo resultados claros, incluso confirmados por andlisis de las secuencias
nucleotidicas indicando que el Scf105 corresponderia al ortélogo de fov y Scf263 al
gen KCTD12b. De acuerdo a nuestro andlisis, el gen Scf 07 podria corresponder al
ortologo de ron ya que se ubico en el grupo esperado en una posicién cercana también
a los genes KCTD12 de humano y ratén. Sin embargo se ha descrito expresion del gen

KCTD12 en fa habénula E:le ratén (Gamse y col, 2005) indicando que posiblemente

este gen se expresaria en la habénula de Medaka como esperamos.

El estudio del-patrén: de expresion de los genes que se expresen en habénula

proporcionara una vision mas clara de la organizacién en territorios de esta estructura
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¥
en Medaka con la cual ampliar y profundizar las observaciones morfoldgicas incluidas

en este trabajo.

La existencia de un modeloc de asimetria izquierda-derecha alternativo y
complementario a pez cebra, como lo es Medaka, abre la posibilidad de acceder a
estudios comparados que permitan entender de forma mas completa los mecanismos
genéticos y morfogenéticos involucrados en el desarrollo de la asimetria I/D del
embrién. En este sentido es interesante determinar como se establecen las
diferencias antes mencionadas investigando por ejemplo si la relacién entre el
desarrollo de la neuropila de la habénula izquierda y la presencia del 6rgano
parapineal tiene alguna relacién con el tamafio relativo de estas estructuras, siendo el
organo parapineal de Medaka aparentemenie mas grande que el de pez cebra. Otro
aspecto divergente es [a organizacién cito-arquitectonica de la habénula en relacién
sobretodo a la zona dorsél de la habénula izquierda de Medaka. Determinar si existe
una organizacion similar en pez cebra, y si ésta se ubica en territorios topoldgicamente
y/o molecularmente eq::ivalentes podria aportar informaciéon valiosa sobre la

morfogénesis habenular.

Adn mas, resultados de nuestro laboraterio indican que entre Medaka y pez cebra
existe una diferencia notoria en la ubicacién del dominio de la habénula izquierda que
recibe las aferencias desde el 6rgano parapineal. Investigar como se desarrolla la
conectividad entre el drgano parapineal y ia habénula izquierda en términos
temporales y topologicos podrfa permitirnos entender qué mecanismos estan
involucrados en el establecimiento de la.conectividad parapineal-habenular, y de.que
manera estos mecanismos involucran, por ejemplo, expresion génica y migracion

celular en estas dos especies. Estudios de este tipo son la base para comenzar a
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entender [a naturaleza de la interaccion el érgano parapineal y habénula durante el

establecimiento de las asimetrias izquierda-derecha del epitalamo.

El objetivo de nuestro laboratorio es poder en el futuro enlazar los procesos °
morfogenéticos con el aspecto funcional a nivel de actividad neuronal y finalmente con
la conducta del animal y los factores epigenéticos, los cuales vuelven a impactar sobre
las redes génicas durante la evolucién. Este marco conceptual se denomina “bottom-

up” desde la genética a la conducta.

8. CONCLUSION

El epitdlamo de Medaka presenta asimetrias izquierda-derecha en términos de
expresion génica, morfologia habenular, posicionamiento del drgano parapineal y
conectividad eferente cuyo patrén general es conservado con respecto a pez cebra.

Medaka es por lo tanto un modele interesante para estudiar los mecanismos
geneticos y del desarrollo implicados en el establecimiento de las asimetrias

cerebrales.
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10. MATERIAL OPTATIVO

Figura 1MO — Mapa del vector comercial pCRII (Invitrogen)

tacZe ATG

1413 Reverse Primer Sp6 Promoter ¥
CAG GAA ACA GCT AIG ACICATG ATT ACG CCA AGC;]ATTTA GGT GAC ACT ATA
GTC CTT TGT CGA TAC TGIG TAC TAA TGC GGT TCG ATA AAT CCA CTG TGA TAT

Nsil Hind B Kpnll Sact BanHl Spel

[ { 1
TAC TCA AGC TAT GGATCAAGCTTGGTACCGAGCTCGG%TGG{CIAGTAA%G)C
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

letXI EoloRi EOOIRI EGGIRV

GCC AGT GIG CTG GAA TTC &GC TT TS VRPN A GOC GAA TTC TGC AGA TAT

CG3 TCA CaC GAC CI'T AAG CCG A TT OGG CIT AAG ACG TCT ATA
BstX) Nott Xhot Nell Xbal Apzl

[ I i I I
CCA TCA CAC TGG CGG COG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCGICCC TAT
GGT AGT GTG ACC GO0 GGC GAG CTC BTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC

17 Promoter 1113 Fonward {-20} Primer
AGT GAG TCG TAT TACAAT TCAICTG GLC GIC GIT TTACIAACGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT ICAC CGG.CAG CAA AAT Q7T GC A GCA CTG ACC CTT TTG /

é) Invitrogen-

life technologies

;.77,‘.‘
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Figura 2MO - Inmunofluorescencia indirecta anti tubulina-a acetilada/ anti GFP

Imagenes de microscopia confocal de experimentos de inmunofluorescencia en
larvas DE-GFP, fijadas en st 27 en TCA. En verde la sefial para GFP y en rojo para -
tubulina-a acetilada. A la derecha se muestra exclusivamente el canal rojo de la

imagen a la izquierda. En ambos cuadros la vista es dorsal, con anterior hacia

arriba.
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Figura 3MO — Secuencias nucleotidicas de los genes KCTD de Medaka.

En las secuencias se indica con negritas la secuencia que codifica para el gen'y en
subrayado los partidores utilizados para el clonamiento.

> Scaffold 105 Medaka- sense .
gcgcagaccatggcactggccgacacggagcgcacagcgtccagctgcggggatccaagcgccgcgttttc
agagatcatcgagctgaacgteggeggteaggtetatgtgaccagacacaaaactetegtegcagteccag
attcactcetgtggaacatgtteagcaagaagtcacccaaggagetggegagagacagcaaggggegette
tttctggacagggatggcttcttgttccgctacatcctcgactacctccgggacttgaacttggtactccé
ggactacttcceggagaaaagteggetocagagggaggeggacttttiecagetgegagacctggegaage
gectcagecegegggtgagtaaggacaactecatetgegaggagatcatcaaccagagegacacggaggac
ggcgggctgcagtgctgctccacctccgggggcatcgacactttacgcgccgcgtccgtcagcggagccat
gegeteccegtoccctggactecagaaaatecggetacateacgataggatacegagggtegtacaceattg
gcagagacatccagactgacgccaaattccggagagtggcgcgcatcaccgtgtgcgggaagacctctctg
gccaaagaagtgtttggagagacgctgaacgagagcagggaccctgacaggcccccggagagatacacatc
ccgctactacctgaagtataatttcttagagcaggcgtttgacaagctgacagaagcgggcttccacatgg
tggcctgcagctccacaggcacctgcgcctacaccagcaacgatccaaacgaggacaaaatatggacaagc
tacactgaatatgtattctgcagagaataaccaaaaggggggcttattgtgtaaatataaacatcacaatc

tagcaggagaaacaat: L LY ' i

> Scaffold 07 Medaka- sense
cttgagagcgcgagtgcagacpggcgggatggcacttcttgggggtcaaccgtcaactttcccggaggtag”
tggagcttaacgtaggcggtcéggtgtatgtgacccgtctggagactctcaccgcggtgccaaactccctg‘
ctgtgggtccgctttacccagégttccccgtcagégctgcccaaagaccgccacggccgcttcttcttcga
ccgggacggacatctgttccgatacattctggattacttgcgggatacggagctgttcctgccggagtttt
tcaaagagaggaagcggctgcagagggaggcggacttctttcagctgccggagctggccaagcggctggcg
gaggccgcctacccggaagacggcggggacccggaggaagctgagctcggcagccccgtgtgctcctccac
gtecteggagegagecctecgeteteegggttedggetecgggtacatcaccattgggtacegaggeaget
acaccatcggcagggacattcaggcggacgccaaattccgccgggtggccaggataaccgtctgcagcaag
atttccctggctaaggaggttttcggggagaccctcaacgagagccgcgacccggaccggccgcctgacaa
gtacacggecaggtattacctgaagtataactttetggageaggegttegaceggetggeegaggetgggt
tccacatggtggcctgcaactccaccgggacctgctcatacggcagcaatgacccgggggaggacaaactg
tggaccagctacaccgagtacgtcttctgccggtgatcgtccggctgtccct

+ +

> Scaffold 263 Medaka— sense -~
gtggactatggctttaccagacagtgggatttctggggaggaggttcccttcccagagataatcgaactca
atgttggtggtcaggtgtacataaccegctactocaccctecacaagtgtgecagactetotectgtgggag
atgttcagteagaagtetgecaaaggtetggecagggacaccaaggggegttittttgtggacegggatgg
tttectgttecgttacatectggactacatgagggaccageagttggttcttecagaccactteccagage
gtagggegteteocagagggaggeagagttectteaacetgecggaacttgtcaageagetggeacccaaaatt )
agtaagcagaactegettggtgacgagggatgtoagagtgatocagaggactcttcaceggggatggatac
cgtecgeagtetgggetecettggagetacagetacetgttecagtotggggecagtagecatggatggea
aacgcteegggttcatcaccattggetategaggetegtacacactgggecgegacagecacacagatgee
aaattccggcgtgtggcacggatcatggtgtgGQggaagacctccttggccaaagaggtgttcggagagac
gttgaacgagagccgtgaccccgaccgaccccctgagcgctacacatcccgctactatctgaagttcacct
ttctggagcaggcctttgacaagctggcagacgcaggcttccacatggtggcctgtaactccacaggaacc.
tgcgcctttgcccatgagcagaccgacgacaagatctggaccagctacactgaatatgttttctaccgtga ’

gtgagactatcggc N

3
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Figura 4MO — Arbol construido con secuencias nucleotidicas de los genes KCTD
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