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RESUMEN

La morfogénesis es un proceso fascinante del desarrollo, pero a la vez es
complejo y por lo mismo es poco entendido en un contexto global. Cada evento
que permite la morfogénesis requiere la expresion coordinada de genes
particulares en tiempo y espacio. Por lo tanto la identificacién de esos genes y
su funcién es un objetivo fundamental en biologia del desarrollo.

Recientemente la linea lateral posterior del pez cebra se ha establecido
como un atractivo modelo para estudiar la morfogénesis, ya que su mecanica de
desarrollo involucra una serie de procesos como migracién celular y axonal
dirigida, proliferacién y diferenciacién. Este sistema sensorial se desarrolla a
partir de un primordio migratorio que deposita secuencialmente grupos de
érganos llamados neuromastos, cada uno de los cuales se compone de un niicleo
central de células ciliadas mecanosensoriales muy similares a las del oido
interno de los vertebrados.

En esta tesis nos propusimos identificar genes esenciales para el
desarrollo de la linea lateral y su relacién con el proceso de diferenciacion.
Mediante experimentos de monohibrido inverso y analisis de secuencias
encontramos un grupos de genes que pueden ser blancos de atonall, el
regulador maestro de la diferenciacion de las células ciliadas. Ademas
mostramos un rol conservado para los genes gfil en la mantencién estas células.
Finalmente realizamos un rastreo de mutaciones que afectan el desarrollo de la
linea lateral, aislamos una valiosa coleccion de mutantes e identificamos

algunos de los genes mutados.

viii




La novedad de los genes y fenotipos encontrados sugiere que estos datos
serdn un paso significante hacia el entendimiento de las bases moleculares del

desarrollo de la linea lateral y pueden ser extrapolables a otros sistemas.
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ABSTRACT

Morphogenesis is a fascinating but complex and incompletely
understood developmental process. Every step driving morphogenesis requires
a tight control of the expressed genes, both in time and space. Therefore the
identification of those genes and their functions is a main topic in
developmental biology.

Recently, the posterior lateral line of the zebrafish has been established
as an attractive model for studying morphogenesis because its mechanism of
development involves a series of process as collective cell migration and axonal
targeting, proliferation and cell differentiation. This system develops from a
migrating primordium that sequentially deposits sensory organs named
neuromasts at regular intervals. Each neuromast is composed of a central core
of mechanosensory hair cells quite similar to those present in the inner ear of
vertebrates.

In this study we aimed to identify essential genes for lateral line
development and its relation with differentiation. By using reverse one hybrid
assays and sequence analysis we were able to find a set of genes that could be
targets of atonall, the master regulator of hair cell differentiation. Moreover we
showed a conserved role for gfi1 genes in the maintenance of those cells. Finally
we have undertaken a screening to find mutations affecting lateral line
development, and we isolated a valuable mutant collection. We also identified

some of the mutated genes.



The novelty of genes and phenotypes that we got suggest that they will
be a significant step on the understanding of the molecular basis of lateral line

development and the can be useful to other systems.
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I. INTRODUCCION

Durante el desarrollo embrionario las células y estructuras funcionales
deben ser establecidas y ordenadas con una distribucién tridimensional precisa
y una composicién adecuada. En muchos casos, distintos tipos celulares son
especificados en lugares lejanos de donde ellos se ubicardn definitivamente
para alcanzar una diferenciacién y funcién biolégica normal. La dinamica celular
y de desarrollo que lleva al establecimiento de esa reestructuracion se conoce
como morfogénesis, un fendmeno que refleja la capacidad de un material
bioldgico para organizarse espacialmente a sf mismo y que involucra una serie
de procesos como migracién celular, proliferacién, sefializacién, y
diferenciacion, entre otros (Lecaudey y cols., 2008, Nechiporuk y Raible., 2008).
La complejidad de estos fenémenos requiere una robusta y precisa regulacién
de la expresion génica de manera temporal y espacial (Holley, 2007). Por ello,
conocer la identidad y funcién de los genes responsables de estos eventos
coordinados es una tarea que actualmente es abordada desde diferentes aristas
(Morley y cols., 2009).

La evidencia experimental acumulada sobre las bases genéticas de los
eventos que conducen la morfogénesis, ha permitido concluir que estos
proceden a través de vias de sefializacién, mecanismos regulatorios, y genes
efectores altamente conservados en vertebrados e invertebrados (Chan y cols.,
2009). La trascendencia de esta conservacién permite explicar como parte

importante de los avances en el entendimiento genético de las enfermedades

humanas ha venido de Drosophila o C. elegans (van Ham y cols., 2009).




La razén por la que estos organismos han sido fitiles en esta tarea es que
cada uno tiene caracteristicas atractivas y potentes como modelo de estudio,
como lo son Ia capacidad de hacer anilisis genéticos, y que procesos y fenotipos
pueden estudiarse a nivel de célula Gnica o en tejidos compuestos de un
pequefio niimero de ellas, pero en el contexto del organismo completo e intacto
(Revisado en Giacomotto y Ségalat, 2010). Este nivel de resolucién es
fundamental para entender la funcién de genes en un contexto normal, y es
ilustrado por el destacable progreso de la genética del desarrollo durante los
dltimos afios (Duffy y Perrimon, 1996; Budirahardia y Gonczy, 2009; Shaham,
2010).

Recientemente la linea lateral del pez cebra ha ganado terreno como un
atractivo sistema para estudiar in vivo las bases genéticas de la morfogénesis,
porque posee las caracteristicas relativamente simples y experimentalmente
accesibles de Drosophila o C. elegans, pero en un modelo vertebrado, lo que
permite generar conocimiento con impacto inmediato en esta clase de

organismos (Dambly-Chaudiére y cols., 2003; Ma y Raible, 2009).

1.1 Ventajas del pez cebra

Desde hace ya casi 3 décadas, el uso del pez cebra (Danio rerio) se ha

incrementado dramiticamente en la investigacion cientifica (Westerfield, 2000;

Lieschke y Currie, 2007)




Figura 1. Pez cebra (Danio rerio). (A) Un ejemplar adulto de pez cebra de
aproximadamente 3 meses de edad. (B) Muestra de diferentes estadios del
desarrollo desde un huevo recién fecundado (arriba izquierda) hasta una larva
de 3dpf (abajo). Entre las primeras 6 imagenes de este panel han transcurrido
aproximadamente 18hpf. La imagen siguiente es de un embriéon de 30hpf y la
pentltima es de una animal de 48hpf. (C) embriones de aproximadamente
36hpf. Se pueden observar claramente los ojos desarrollados. En esta etapa los
embriones ya presentan bastante movimiento. La organogénesis ya ha
comenzado. (D) Placa de Petri con muchos embriones nadando libremente. Se
puede mantener una gran cantidad de embriones en un espacio reducido, lo que
facilita los andlisis estadisticos y es una caracteristica atractiva para los estudios
genéticos en vertebrados

La contribucién de este modelo al avance de la biologia molecular y la genética
moderna se origina con su uso como un vehiculo para poner a prueba
ideas respecto a las bases genéticas de la formacion y funcién del cerebro en

vertebrados, en el Instituto de Neurociencias de la Universidad de Oregon




(Streisinger y cols., 1981). Su uso se ha masificado a tal punto que hoy es uno de
los modelos més usados para el entendimiento de la genética, biologia celular, y
. fisiologia del desarrollo de vertebrados y enfermedades humanas, y
actualmente se trabaja con él en cientos de laboratorios alrededor del mundo
(Lieschke y Currie, 2007).

Entre las ventajas que presenta este modelo se cuentan: fertilizacion
externa de sus huevos, lo que permite el estudio de todas las etapas del
desarrollo; la gran cantidad de embriones obtenidos por cruce; sus tejidos son
transparentes en estadios embrionarios y larvales, lo que facilita la visualizacion
de estructuras internas bajo una lupa de diseccién; presenta un tiempo
generacional corto (3 meses aproximadamente); existe un siempre creciente
numero de lineas transgénicas y mutantes para genes especificos; su genoma
estd secuenciado; es posible inhibir la funcién génica con el uso de
oligonucledtidos antisentido y existen otras técnicas moleculares poderosas.
Finalmente su mantencién es facil y de bajo costo (Figura 1).

Estas y otras ventajas han permitido que el pez cebra se haya podido
establece.r como organismo de estudio para variados propdsitos como: modelar
enfermedades humanas (Lieschke y Currie, 2007); para el estudio de la
organogénesis (Thisse y Zon, 2002); envejecimiento y neurodegeneraci6n (Kishi
y cols,, 2009; Li y cols., 2010; Gerhard, 2007); metastasis y migracion celular
colectiva (Aman y Piotrowski, 2010, Friedl y Gilmour, 2009); regeneracién
{(Poss y cols., 2003; Coffin y cols,, 2010; Curado y Stainier, 2010); estudios
toxicolégicos (Froehlicher y cols, 2009) y respuesta inmune (Renshaw e

Ingham, 2010; d’Alencon y cols., 2010), entre varios otros.




A la fecha, los investigadores que trabajan con pez cebra han contribuido
fuertemente a la formacién de bases de datos e informacién, y centros de
mantencién de lineas transgénicas y mutantes (The Zebrafish Model Organism

Database, ZFIN, hittp:

The Zebrafish International Resource Center, ZIRC,
http://zebrafish.org/zirc/home/guide.php), lo que pone a disposicién de la
comunidad cientos de lineas con potencial biomédico. Con este tipo de inversioén
se espera que los diferentes usos de este modelo sigan aumentando, y
contribuyan a entender las bases genético-moleculares de un creciente niimero
de patologias humanas asi como también desarrollar y proponer, en ultima

instancia, terapias para ello (Lieschke y Currie, 2007).

1.2 La linea lateral

En el pez cebra, asi como también en otros peces y algunos anfibios,
existe un sistema sensorial conocido como linea lateral que le permite detectar
los movimientos del agua en torno a la superficie de su cuerpo y esta
involucrado en varios comportamientos como el escape de depredadores,
cortejo sexual, y la sincronia del nado en cardumen (Dambly-Chaudiére y cols,,
2003). Este sistema ha desparecido en los vertebrados terrestres, con excepcién
de su contraparte, el oido interno. Se postula que la linea lateral es un sistema
auditivo ancestral {(Dambly-Chaudiére y cols., 2003).

El sistema de la linea lateral se compone de una serie de 6rganos

sensoriales, denominados neuromastos, distribuidos sobre la superficie del




cuerpo del animal, a intervalos regulares (Figura 2A-B). La disposicién de cada
uno de estos 6rganos es conservada entre individuos de una misma especie, y
mantienen un patrén especie-especifico. Cada neuromasto se compone de un
nticleo central de células ciliadas, rodeado de células accesorias no sensoriales
de 2 tipos: las de soporte que rodean a las células ciliadas, y las del manto que
delimitan externamente al neuromasto (Metcalfe y cols, 1985; Ghysen y
Dambly-Chaudiére, 2004; Figura 2C-D). Ademas las células ciliadas son
" inervadas por neuronas sensoriales que posen sus somas en ganglios craneales

{Ghysen y Dambly-Chaudiére, 2004)

1.3 Desarrollo de la linea lateral posterior

La linea lateral en el pez cebra comprende 2 ramas mayores: una linea
lateral anterior cuyos neuromastos se ubican en la cabeza rodeando los ojos, y
una linea lateral posterior con neuromastos que se encuentran sobre el tronco y
la cola (Figura 2A-B). De la formacion del componente anterior es bastante poco
lo que se conoce, por lo gue de aqui en adelante en esta tesis se hara referencia
sélo a la rama posterior.

La linea lateral posterior surge a partir del deposito de neuromastos por
un primordio con caracteristicas migratorias, un proceso que durante los
ultimos afios ha podido ser documentado in vivo de manera muy elegante con el
uso de lineas transgénicas (Metcalfe y cols.,, 1985; Haas y Gilmour, 2006). El
primordio se forma a partir de las placodas de la linea lateral, uno de los varios

engrosamientos ectodermales que dan origen a las estructuras sensoriales de la
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Figura 2. La linea lateral en el pez cebra. (A) Representacion esquematica de
la linea lateral embrionaria en una larva de 2.5dpf. Los puntos verdes
representan los neuromastos. Se muestra la linea lateral anterior que rodea los
ojos del animal, y la posterior que se distribuye sobre en el tronco del pez en el
miosepto (representado por la flecha punteada roja, y que sirve como via de
migracion para el primordio de la linea lateral. (B) Patrén real de neuromastos
en una larva de 2.5dpf. Los neuromastos han sido tefiidos con Diasp, una tincion
vital que se incorpora especificamente en las células ciliadas activas de estas
estructuras sensoriales y que permite visualizar este sistema in vivo. (C) Imagen
de microscopia electréonica de barrido que muestra un neuromasto como el que
esta encerrado en el cuadro rojo en (B) totalmente diferenciado. Se puede
apreciar la estructura en forma de volcan del neuromasto y los cilios de las
células ciliadas surgiendo desde el centro de éste. (D) Representacion
esquematica de un neuromastos mostrando su composicion celular. En amarillo
se observan las células mecanosensoriales rodeadas por las células de soporte,
representadas en verde. Una cupula gelatinosa cubre los cilios. En celeste se
muestran las células del manto que delimitan el neuromasto. Las células ciliadas
estan inervadas por fibras aferentes.




cabeza en los vertebrados (Streit, 2004). Antes de comenzar la migracién, la
placoda que da origen al primordio de la linea lateral posterior contiene
aproximadamente 100 células (Gompel y cols., 2001; Figura 3A-C). Hacia las
20hpf esta estructura comienza a migrar caudalmente sobre el miosepto
horizontal del embrién, siguiendo una ruta estereotipada (Figura 3D). Al mismo
tiempo los axones que se extienden desde el ganglio proyectan hacia el
primordio y mantienen una estrecha relacién con éste, lo que permite que los
conos de crecimiento sean arrastrado por esta estructura migratoria durante
todo su trayecto (Gilmour y cols., 2004).

A medida que el primordio migra, deposita grupos de células a intervalos
de 5 a 7 somitos, lo que resulta en = 5 proneuromastos (L1-L5) en el tronco, y 2
a 3 terminales (L6-L8) al final de la cola. Este proceso de depésito termina al
rededor de las 42hpf y con esto se finaliza el proceso de formacién de la linea
lateral posterior embrionaria (Ghysen y Dambly-Chaudiére, 2007). Poco tiempo
después de que cada grupo de células es depositado, los neuromastos se
diferencian completamente y adquieren sus caracteristicas morfolégicas y
fisiolégicas finales (Gompel y cols., 2001). Los conos de crecimiento axonal que
co-migraron con el primordio ahora inervan las células ciliadas y sirven de guia
para la migracién de la glia periférica asociada, lo que a su vez mantiene una
correcta fasciculacién del nervio de la linea lateral (Gilmour y cols., 2002).

A los 3 dias de desarrollo es posible visualizar in vivo el patrén completo
de neuromastos de la linea lateral posterior embrionaria, mediante tinciones

vitales fluorescentes como el Diasp, que es incorporado especificamente en las

células ciliadas diferenciadas y activas (Collazo y cols., 1994; Figura 1A-B). De
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Figura 3. Formacién de la linea lateral posterior del pez cebra. (A) Vista
lateral de la regién cefdlica de un embrién de 30hpf, donde se muestra la
posicion del oido, que es la estructura anatémica justo anterior al punto de
partida del primordio migratorio. (B) Origen del primordio. Las flechas blancas
delimitan la separacion de las células que daran origen al ganglio (ubicadas
hacia la izquierda con respecto a las fechas) y al primordio (hacia la derecha).
(C) Comienzo de la migracién. Se puede apreciar como las células que dan
origen al ganglio quedan separadas del primordio, mientras que este se aleja
por el miosepto. (D) Esquema explicativo donde la fecha blanca indica la
direccién de migraciéon del primordio y ademas se destaca un proneuromasto
recién depositado. También se muestra el lugar del inicio de ruta migratoria. El
inserto es un acercamiento al primordio. Todas las imagenes son de
microscopiaa Nomarski.

esta manera, es posible ver que en aproximadamente 2 dias se genera un patrén
constante y especifico en la linea lateral posterior, lo que sugiere que su
mecanica de desarrollo involucra eventos de migracion celular y axonal

dirigidas, diferenciacién celular para que el sistema sea funcional, y




proliferacién celular que permite mantener un estado dinamico del primordio a
pesar del depésito de los neuromastos. Todos estos procesos se encuentran
acoplados temporal y espacialmente en este sistema, lo que lo convierte en un
atractivo modelo para el estudio de estos eventos en un contexto normal.
;Cudles son las bases genéticas de los eventos que dan cuenta del desarrollo,

organizacién y diferenciacion en la linea lateral del pez cebra?

1.4Bases genéticas del desarrollo de Ia linea lateral posterior

Cada vez se ha ido conociendo mas sobre la genética involucrada en
diferentes aspectos del desarrollo del pez cebra. Los rastreos sistematicos de
mutaciones que afectan el desarrollo de Drosophila y C. elegans, y que tuvieron
un caracter fundador en los mecanismos genéticos del desarrollo (Niisslein-
Volhard y Wieschaus, 1980; Horvitz y Sternberg, 1991), han sido aplicados con
éxito al pez cebra. Es asi como una combinacién de aproximaciones de
mutagénesis quimica y, mas tarde mutagénesis insercional, a gran escala han
permitido obtener una valiosa coleccién de mutantes en genes esenciales para
diversos procesos morfoldgicos y celulares en este organismo (Driever y cols,,
1996; Haffter y cols, 1996; Amsterdam y cols, 1999). Esto sumado a la
posibilidad de identificar perfiles de expresién génica durante el desarrollo y la
disponibilidad del genoma secuenciado refuerzan el potencial del pez cebra
como modelo de estudio.

En particular en la linea lateral posterior, durante los tiltimos afios varios

autores han ido estableciendo correlaciones entre los distintos eventos que

»
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subyacen al desarrollo de este sistema y la expresién y funcién de diferentes
genes (Koslowski y cols., 2005; Sarrazin y cols., 2006; Valentin y cols., 2007;
Nechiporuk y Raible, 2008; Aman y Piotrowski, 2008; Lecaudey y cols., 2008;
Matsuda y Chitnis, 2010). A continuacién se comentara esta evidencia molecular
involucrada en las diferentes etapas que llevan a la formacién de la linea lateral

y como esto sustenta la investigacién propuesta en esta tesis.

1.5 Migracion del primordio

Una de las caracteristicas méas sorprendentes del desarrollo de la linea
lateral es la migracion celular colectiva y dirigida del primordio desde la cabeza
del pez hasta la cola, periodo durante el cual se realiza el depésito de los
neuromastos (Ghysen y Dambly-Chaudiére, 2007; Figura 4A-C). Un aspecto
esencial para llevar a cabo este proceso es la organizacién interna de esta
cohorte de células, lo que queda de manifiesto en el patrén segmental del
primordio, un fenémeno que en la naturaleza ocurre en el desarrollo temprano
del embrién de Drosophila o la segregacién del mesodermo paraxial en los
somitos en vertebrados (revisado en Auleha y Pourquié, 2008). En el primordio
de la linea lateral posterior los dos tercios traseros (respecto a la direccién de
migracién) estan organizados en rosetas de células, cada una de las cuales
corresponde a un proneuromasto en desarrollo que mds tarde ser4 depositado,
mientras que el tercio lider permanece en un estado mesenquimético
(Nechiporuk y Raible, 2008; Aman y Piotrowski, 2008; Lecaudey y cols., 2008;

Figura 4B). Las células que componen esas rosetas evidencian una morfologia
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Figura 4. Comportamiento migratorio del primordio de la linea lateral
posterior del pez cebra visto en la linea tg(cldnB:lynGFP)%1%, (A) Embrion
transgénico de 36hpf donde se observa la expresién de GFP con localizacion en
la membrana celular, en el primordio (encerrado en un cuadro rojo), en los
neuromastos depositados (flechas blancas) y en las células interneuromasticas
que conectan estos organos sensoriales. (B) Acercamiento al cuadro rojo
mostrado en (A), donde se observa que los dos tercios posteriores del
primordio estdn organizados en rosetas (flechas rojas), mientras que el tercio
lider que va en el frente de migracién presenta caracteristicas mesenquimaticas
y no se ordena en rosetas (cuadro punteado en rojo). (C) Se muestra el
primordio migrando a diferentes tiempos, y el depdsito de los proneuromastos
durante su trayecto. Los proneuromastos estan marcados con las lineas
punteadas blancas. (adaptado de Haas y Gilmour, 2006).

caracteristica con un ordenamiento radial y una constriccion apical producto

del enriquecimiento diferencial de proteinas de adhesién en puntos focales, lo
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que permite la organizacién de las células en ese tipo de ordenamientos y
donde se ha mostrado la funcidn de los reguladores de polaridad celular Lgll y
LgI2 (Lecaudey y cols., 2008; Hava y cols., 2009). La organizacion diferencial del
primordio tiene profundas consecuencias en aspectos que son discutidos mas
adelante.

La polarizacién del primordio ‘de la linea lateral a lo largo de su eje
anteroposterior es critica para la migracién dirigida de esta estructura. Se ha
documentado la expresién diferencial de 2 receptores de quimioquinas: cxcr4b
y cxcr7b; éstos se expresan en la region lider y trasera del primordio,
respectivamente, y mediante aproximaciones genéticas y manipulacién de sus
niveles de expresién se ha mostrado que son fundamentales para el proceso
migratorio (David y cols., 2002; Dambly-Chaudiére y cols., 2007; Valentin y cols.,
2007). Se ha propuesto que la migracién es dirigida por una interaccién
diferencial entre esos receptores y su ligando SDFla, cuya expresién se
restringe a una delgada linea sobre el miosepto horizontal, exactamente en la
via que usa el primordio para moverse (David y cols,, 2002; Li y cols., 2004;
Dambly-Chaudiére y cols., 2007; Valentin y cols, 2007). Esta propuesta es
avalada por el aislamiento del mutante medusa, que presenta una mutacién en
sdfla y evidencia un fenotipo mas severo que la inactivacién de ambos
receptores por separado (Valentin y cols., 2007). El mecanismo que actualmente
se propone para explicar este fenémeno es que el primordio se mueve
direccionalmente porque SDFla activa a CXCR4b en el borde lider y esto

reprime la expresion de cxcr7b en esa zona, mientras CXCR7b en la region
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trasera secuestra el ligando SDFla haciendo que no esté disponible para
CXCR4b (Dambly-Chaudiére y cols., 2007).

Esta relacién CXCR/SDF1 tiene mucha importancia biomédica actual
porque esti presente en varios tipos de cancer y ha sido implicada en la
migracién de células cancerosas a sitios blanco (Miiller y cols, 2001). Al

respecto, recientemente se ha agregado un nuevo actor molecular a este sistema

en la linea lateral. Gamba y cols. (2010) han demostrado que la inactivacién del
receptor de estrogenos ESR1 inhibe a expresién de cxcr4b en el primordio,
sugiriendo que actlia como un represor de ese receptor de quimioquinas. Esto
podria explicar por qué los estrogenos disminuyen la capacidad metastasica de
las células de cancer de mama ESR positivas, y abre nuevas puertas para
entender el comportamiento de las células cancerosas (Garcia y cols., 1991).
Estudios recientes han revelado otro nivel de asimetria durante la
migracién del primordio, apuntando a la funcion de las vias FGF y

Wnt/p-catenina y su relacién con CXCR/SDF1, lo que recién comienza a develar

[ el grado de conexidn entre los diversos eventos morfogénicos de la linea lateral.
La activacién de la via Wnt tiene lugar en el borde lider del primordio y activa a
la sefial FGF en las regiones trasera y medial del éste; FGF a su vez restringe la
sefial Wnt al borde lider (Aman y Piotrowski, 2008). La activacién de la via Wnt
reprime la expresion de cxcr7b y se ha propuesto la hip6tesis de que activa
indirectamente a cxcr4b en la regién lider inhibiendo a un putativo represor de
éste; de esta manera Wnt regula la migracién mediante una modulacién de la
expresion polarizada de los receptores de quimioquinas (Aman y Piotrowski,

2010).
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Juntando la informacién con que se dispone actualmente, se ha
propuesto un control dual de la expresién de cxcr4b, y en segunda instancia de
cxcr7b, para controlar la migracién del primordio de la linea lateral (Figura 5).
Un nivel de control de la migracién de esta cohorte de células es la represién
directa de cxcr4b por ESR1 en la regién trasera del primordio, resultando en la
expresién de cxcr7b en ese dominio, y en una asimetrfa y migracién direccional
del primordio. La estabilidad de este nivel de control es reforzada por una
retroalimentacién positiva ejercida por SDF1/CXCR4 sobre la expresion de
cxcr4b (Gamba y cols., 2010). El segundo nivel de control depende de la
polarizacién Wnt/FGF del primordio. La actividad de la via Wnt en el borde
lider reprime a cxcr7b y probablemente promueve indirectamente la expresion
de cxcr4b. Si esrl corresponde al represor hipotético propuesto por Aman y

Piotrowski (2008) es algo que aun debe ser determinado (Gamba y cols., 2010).

1.6 Organizacidn interna del primordio y formacién de neuromastos

La maduracién gradual de los proneuromastos/rosetas en el primordio
es reflejada también a lo largo de su eje de migracién. Se ha demostrado de
manera elegante que a medida que el primordio deposita los proneuromastos
durante su viaje, se van formando nuevas rosetas a partir de un conjunto de
células progenitoras localizadas en la regién lider del primordio; de esta forma
se establece un gradiente de maduracién desde la regién lider hacia la regi6n
trasera (Nechiporuk y Raible, 2008; Figura 6). El comienzo del depésito de un

neuromasto estd asociado con la generacién de una cuarta roseta tras el borde
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Figura 5 . Control de la expresion de cxcr4b y cxcr7b en la region lider (a la
derecha) y posterior (izquierda) del primordio en migracion. La expresion
de cxcr4b es reprimida en la zona posterior por ESR1, y mantenida en la zona
lider por un feedback positivo a través de la sefial SDF1/CXCR4. Un mecanismo
de activacién adicional, probablemente bajo en control directo de Wnt, asegura
la expresién de cxcr4b en la region lider. El patrén complementario de
expresion de cxcr7b refleja represién por la sefializacion SDF1/CXCR4 y una
represién adicional por parte de Wnt en la regién lider. Las lineas simples
indican control a nivel de expresién génica; las dobles, un control a nivel de la
actividad del producto génico. En negro y gris se-indican componentes que
estin activos o inactivos en la regién lider o posterior, respectivamente, La linea
punteada indica difusién de ligandos FGF inducida por Wnt en el borde lider.
Los signos de interrogacién indican interacciones probables, pero no
demostradas. (Gamba y cols., 2010)

!

lider. Este proceso ciclico de generacién de rosetas después del deposito de
cada neuromasto contintia durante toda la via migratoria del primordio. Este
modelo de una “zona progenitora” es también apoyado por andlisis de
incorporacién de BrdU en el primordio, donde los niveles més elevados de
marca estin hacia la regién lider del primordio (Laguerre y cols., 2005). Sin
embargo las sefiales que controlan la proliferacién en este sistema migratorio
permanecen muy poco exploradas.

Trabajos recientes han comenzado a dilucidar las bases moleculares de
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Figura 6. Modelo de segmentacion del primordio de la linea lateral en el
pez cebra. La formacidn inicial del primordio consiste en la organizacion de las
células en rosetas (arriba). Las rosetas que daran origen a los proneuromastos
se forman atras de la region lider, que se marca con un color diferente para
explicitar cada evento de maduracién. La migracion se inicia una vez que se
forman 2 a 3 rosetas, y el comienzo del depésito comienza con la formacion de
una cuarta roseta. Nuevas rosetas son ciclicamente formadas en la region lider
después del deposito de neuromastos y esto contintia durante toda la migracion
del primordio de la linea lateral. (Adaptado de Ma y Raible, 2009).
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esta organizacidén regional del primordio, en particular las interacciones entre
FGF y Wnt/B-catenina, y como una misma sefial puede regular mas de un
proceso (Nechiporuk y Raible, 2008; Aman y Piotrowski, 2008; Lecaudey y cols.,
2008).

La via FGF es fundamental para establecer una correcta formacion de las
rosetas del primordio, y por lo tanto es esencial para el patterning interno de
este tejido (Nechiporuk y Raible, 2008). Si se bloquea FGF, el primordio se
desorganiza, no forma rosetas y la migracién cesa; ademas se pierde la
morfologia columnar y el primordio completo permanece en un estado
mesenquimatico como el de las células del borde lider, lo que concuerda con la
formacion de un exceso de rosetas al sobreactivar la via FGF (Lecaudey y cols.,
2008).

Los ligandos FGF10 y FGF3 median la sefial FGF en el primordio de la
linea lateral posterior. Ambos se expresan en el borde lider en una posicién que
permite atribuirles una funcién en la formacién de rosetas de los
proneuromastos, y su expresion se regula negativamente en la regién trasera
del primordio, donde sélo hay 2 focos adicionales de expresion de FGF 10 en
una o dos células en el centro de las rosetas traseras (Nechiporuk y Raible,
2008; Lecaudey y cols., 2008). Este punto es fundamental para comprender la
complejidad y acoplamiento de varios procesos en la linea lateral, porque
recientemente se ha mostrado que esos puntos de expresién de FGF10 en la
regién trasera del primordio dependen de la funcién proneura] de atonalla, el
gen maestro de la diferenciacién de las células ciliadas en la linea lateral y el

oido de los vertebrados (Matsuda y Chitnis, 2010); ademas, atonalla induce la
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expresion de deltaD, el ligando de Notch, e inhibe la expresién del receptor
fgfr1, cuya expresion se restringe a la region trasera del primordio y se excluye
de la o las células que estin comprometidas hacia un destino ciliado,
evidenciando un patrén de expresién complementario a los ligandos y ad hoc
para una correcta sefializacién. (Nechiporuk y Raible, 2008; Lecaudey y cols.,
2008). Esta fuente trasera de sefial FGF es fundamental para asegurar la
formaci6n estable de rosetas epitelializadas, por lo tanto neuromastos. Al
mismo tiempo DeltaD activa a Notch en las células circundantes inhibiendo la
expresiéon de atonalla y asegura que esas células sean especificadas como
células de soporte; este proceso conocido como inhibicion lateral, que es
esencial para la neurogénesis, también es fundamental para prevenir una
catastrofe morfogenética en el primordio: en falta de funcién de Notch-Delta, la
expresion no regulada de atonalla reduce la expresion de fgfrl, lo que lleva a
una atenuacién de la sefial FGF en la regién trasera del primordio y previene la
maduracion efectiva de las rosetas y la falla en la formacién de neuromastos.
(Matsuda y Chitnis, 2010).

El hecho de que los patrones de expresion de ligandos y receptor de FGF
sean complementarios indican que las sefial FGF es activa en la region trasera
del primordio, pero ausente de la zona lider. Andlisis de mosaico han
demostrado que FGF es critico para el normal espaciamiento en el depoésito de
los neuromastos: cuando células silvestres son transplantadas en un primordio
deficiente de FGF3 y FGF10, ellas son capaces de reclutar y ordenar a células
vecinas para formar rosetas y restaurar el depdsito de los neuromastos

(Nechiporuk y Raible, 2008). El experimento contario ha permitido concluir
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ademas que la inhibicién de la via FGF también afecta la neurogénesis en la linea
lateral, ya que si una célﬁla que tiene bloqueada esta via se introduce en un
contexto de primordio silvestre, jamas llegara a ser una célula ciliada a pesar de
que es capaz de incorporarse en los neuromastos formados (Nechiporuk y
Raible, 2008]). Estos resultados sugieren un modelo en que el espaciamiento
normal de los neuromastos a lo largo del tronco del pez cebra es controlado por
la tasa de produccién de proneuromastos en el primordio, un proceso que
depende de un delicado balance de FGF, y que ademads esta intimamente ligado a
la neurogénesis de este tejido.

En paralelo, la via Wnt/B-catenina también juega un rol importante
sobre la regulacion del patterning del primordio de la linea lateral a través de
una modulacidn de la via FGF (Aman y Piotrowski, 2008). En una linea de peces
mutante para el gen apc, donde existe una activacién constitutiva de la via Wnt,
el primordio presenta una sobreexpresion de fgf3 y fgfl0. Por otra parte, el
experimento contrario, es decir, una reduccién de los niveles de la sefial Wnt,
lleva una disminucién de la expresién de FGF. Ademas los dominios de
expresion de axinZ y lef1, genes que indican la actividad de la via, muestran que
la sefial es activa en la region lider, apoyando la hipétesis de que Wnt regula a
FGF en esa zona (Aman y Piotrowski, 2008). A su vez, la sefial FGF limita la
accion de la via Wnt al regular positivamente a dkk1, un inhibidor extracelular
de Wnt.

Estos datos demuestran que alteraciones en las vias de FGF, Wnt o
Notch-Delta tienen consecuencias sobre la migraciéon, patterning y

diferenciacién celular. Sin embargo debido al acoplamiento de estos procesos
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hasta el momento no ha sido posible estudiar detalladamente la funcién de estas
vias en fendémenos particulares del desarrollo de este sistema, lo que es

necesario para poder disectar cémo ellas regulan procesos individuales.

1.7 Especificacion y diferenciacion.

En el pez cebra, los neuromastos tienen células ciliadas funcionales a los
3 dias de desarrollo, lo que puede ser visualizado en términos morfolédgicos, con
el uso de tinciones vitales, y con lineas transgénicas especificas (Collazo y cols.,,
1994; Xiao y cols, 2005; Sarrazin y cols, 2006). Estas células son
fisiolégicamente muy similares a las del oido interno de los vertebrados, y la
genética involucrada en la diferenciacién de ambos tipos celulares es también
conservada, como se verd mas adelante en esta seccién (Froelihcher y cols.,
2009).

La correcta orientacién de las células ciliadas a lo largo del sistema de la
linea lateral es esencial para que el animal sense los movimientos direccionales
del agua (Lopez-Schier y cols.,, 2004). La orientacién global de estas células en
relacion al eje anteroposterior es determinado primeramente por el
movimiento direccional del primordio durante la embriogénesis, surgiendo
como un nuevo ejemplo de como los diferentes procesos de la linea lateral se
encuentran acoplados; esto ha sido demostrado de manera convincente con el
uso de lineas mutantes que afectan el proceso (Lépez-Schier y cols., 2004).

Durante el desarrollo de los neuromastos, la division de los progenitores

de las células ciliadas producen pares de este tipo de células, lo que resulta en
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dos sets que se enfrentan en un plano (Lépez-schier y cols., 2006). Este
compromiso de estos precursores hacia la diferenciacién ha sido mostrado
depender de las mismas sefiales que organizan las rosetas durante la migracién
del primordio confluyendo en la regulacién de genes maestros de la
diferenciacién que son ampliamente conservados evolutivamente (Nechiporuk
y Raible, 2008; Hassan y Bellen, 2000). Aunque se conoce c6mo se activan estos
genes esenciales para comprometer a una células hacia un destino, los
mecanismos por los que ellos actiian permanecen ocultos (Krizhanovsky y cols.,
2006; Scheffer y cols., 2007).

Estudios previos han mostrado que la via FGF dirige la génesis de las
células ciliadas mediante la activacién del gen proneural atonalla en el oido
interno del pez cebra (Milimaki y cols., 2007). En el primordio de la linea lateral,
la expresién de atonalla y el deltaA (un ligando de Notch) se restringe de
manera progresiva a un unico precursor de célula ciliada desde la regién lider
hacia la trasera y en los neuromastos recién depositados, mientras que notch3
se expresa en las células de soporte presuntivas (Itoh y Chitnis, 2001; Figura
7A-1). La evidencia funcional muestra que la inhibir atonalla se produce un
bloqueo de la diferenciacién de las células ciliadas en la linea lateral (Sarrazin y
cols. 2006). Finalmente La expresién de atonalla, deltaA y notch3 estin
ausentes en embriones deficientes en FGF3 y FGF10, indicando que el proceso
ocurre de manera andloga al oido (Milimaki y cols., 2007; Nechiporuk y Raible,
2008).

La restriccion de atonalla y deltaA en el primordio es el resultado de la

inhibicién lateral a través de la via Notch-Delta (Itoh y Chitnis, 2001). Este
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Figura 7. La expresion de genes proneurales y neurogénicos en el
primordio de la linea lateral posterior se correlaciona con la seleccién de
destino hacia células ciliadas mediante inhibicion lateral. (A, C, E)
Restriccion progresiva de la expresion de atonalla (zathl en esta figura) se
correlaciona con la expresion de deltaA y deltaB. (G) notch3 es excluido de las
células seleccionadas hacia un destino ciliado. (B, D, F) La falla en la restriccién
de la expresion de atonalla en el primordio se corresponde con un incremento
en el numero de células que expresan deltaA y deltaB. El incremento se
correlaciona ademas con un aumento en el numero de células desde las que
notch3 es excluido en la region trasera del primordio, como se ve en (H); la
direccion de la migracién es hacia la derecha. (Contintia en la siguiente

pagina)
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(I) Esquema que representa la expresion de atonalla, deltad, deltaB, y notch3 en
un primordio silvestre y en el mutante mindbomb. (Adaptade de Itoh y Chitnis,
2001). (J) Representacién esquemdtica de la inhibicién lateral mediada por
Notch-Delta. Inicialmente todas las células de un grupo proneural expresan
niveles iguales de un gen proneural. Aquella célula que comienza a expresar
mayores niveles de ese gen, expresard mas Delta, que activara a Notch en la
célula vecina. A su vez, Notch reprimira la expresion del gen proneural, y de esta
manera impedira que esa célula adopte el destino neuronal, lo que si sera hecho
por la que inicialmente tuvo altos niveles del proneural.

mecanismo es ampliamente conservado desde invertebrados a vertebrados y se
ha demostrado su funcién en la seleccién de destinos en el oido interno de
vertebrados y en los érganos cordotonales en Drosophila (Hassan y Bellen,
2000). Para que la via funcione de manera correcta en la seleccién de un
precursor, se requiere en primer lugar la expresién de un gen proneural
particular en un grupo de células que adquieren asi la competencia para ser
precursores sensoriales. Luego, a través de la inhibicién lateral, una célula de
ese grupo adoptard el destino a precursor sensorial, mientras que el resto
adquiere por defecto un destino alternativo. En esta etapa, el gen proneural
inhibe su propia expresién activando al receptor Notch en las células vecinas:
Delta, el ligando de Notch, se expresa y se ubica en la membrana de la célula que
seguira el destino neuronal. Esto activa la expresién de represores que regulan
negativamente al gen proneural en esas células que rodean la “elegida”,
refinando el patrén inicial (Figura 7])

A pesar de las caracteristicas ventajosas que posee la linea lateral, el

desarrollo de las células ciliadas y su relacién con las vias descritas, sélo

recientemente se ha comenzado a estudiar en detalle este proceso en este

modelo (Sarrazin y cols., 2006; Matsuda y Chitnis, 2010). De hecho la mayor

24




parte de la informacién existente hoy en dia sobre el compromiso y
diferenciacion de estas células a partir de progenitores, como un proceso
mediado por atonal, se ha obtenido de estudios en el oido interno de ratén
(revisado en Kelley, 2006). En este sistema, el epitelio sensorial consiste en
células ciliadas y de soporte, producidas a partir de grupos celulares que
expresan tempranamente el gen proneural atonall (Math1) (Ben-Arie y cols,,
1996; Bermingham y cols,, 1999). Consecuentemente con el modelo de
inhibicién lateral, a medida que este grupo celular se desarrolla, unas pocas
células aumentan la expr;asi(’)n de Mathl y completan su diferenciacién como
células ciliadas. El resto pierde la expresién de este gen y adquieren el destino
de células de soporte (Kiernan y cols., 2005; Lanford y cols., 1999; Lanford y
cols.,, 2000; Zengh y cols.,, 2000; Zine y cols.,, 2001). Existe ademas evidencia
funcional con datos potentes sobre este factor de transcripcién en el modelo
murino. Primero, ratones knock-out para Math1 no poseen células ciliadas en el
oido (Bermingham y cols, 1999; Woods y cols, 2004). Segundo, su
sobreexpresion en el 6rgano de Corti en desarrollo conduce a una induccién
cercana al 100% de células ciliadas (Zheng y Gao, 2000; Woods y cols., 2004;
Jones y cols., 2006). Y tercero, la sobreexpresion de Mathl en el oido de cerdos
de guinea sordos permite la aparicién de nuevas células ciliadas y una
recuperacion de la audicién (Izumikawa y cols., 2005). Esto indica que Math1 es
un regulador fundamental, necesario y suficiente, para la diferenciacién de las
células ciliadas, y debido a ello ha recibido gran atencién tanto en investigacién

basica como aplicada (Shailam y cols.,, 1999; Landford y cols., 2000; Zheng y
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Gao, 2000; Cheny cols, 2002; Wang y cols, 2002; Woods y cols., 2004; Fritzsch y
cols, 2005; Izumikawa y cols., 2005; Kelley, 2006).

En pez cebra existen un mutante llamado mindbomb, que tiene un
defecto en la inhibicién lateral, la cual no se lleva cabo porque existe una
mutacién en una ubiquitin-ligasa que interacta con el dominio intracelular de
Delta y lo procesa para llevar a cabo el evento normalmente cuando sefializa
(Itoh y cols., 2003). Al hacer un andlisis funcional con este mutante en la linea
lateral, Itoh y Chitnis (2001) encontraron que la falla en la inhibicién lateral
resulta en un dominio expandido de atonalla, deltaA y deltaB en el primordio
en migracion, lo que sucede a expens;als del dominio de expresion de notch3 en
la regi6n trasera del primordio. En consecuencia, se produce un exceso de
células ciliadas (Figura 7A-I). Este punto no es sélo fundamental para la
diferenciacién y restriccién de linaje, sino que ademdis es necesario para el
establecimiento de centros secundarios de expresion de fgf10 que dependen de
atonalla para epitelializar el primordio en Ia regién trasera y conducir a una
normal diferenciacién, morfogénesis de este tejido; sin ellos no se forman
neuromastos (Matsuda y Chitnis, 2010). De esta forma atonalla adquiere un rol
central en el establecimiento de una robusta red regulatoria que es fundamental
para los eventos recién descritos. Sin embargo a pesar de la evidencia sobre la
importancia de este gen en el oido y linea lateral, no se conocen los mecanismos
por los cuales esta protefna regula y organiza la seleccién de un dominio y la
posterior diferenciacién de las células ciliadas a partir de éste. Asi, el rol de esta
proteina como factor de transcripcion y los genes blanco directos a través de los

que actiia son casi totalmente desconocidos.
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Todos los datos expuestos apunfan a una delicada regulacién de
procesos coordinados en la linea lateral, y por lo tanto creemos imperativo el
poder hacer un andlisis funcional mas profundo para disectar los diferentes
fenémenos que se llevan a cabo en este tejido. Debido a que los procesos de
diferenciacién, migracién y proliferacion que conducen a la morfogénesis de

este sistema se encuentran acoplados, proponemos la siguiente hipétesis.
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I1. HIPOTESIS

La produccién continua de neuromastos depende de un proceso
proliferativo que es regulado por genes de vias que también controlan
migracion y patterning del primordio. La formacién de los neuromastos
ocurre en torno a un nicleo de expresion del gen proneural atonalla
cuyos blancos trancripcionales regulan la diferenciaciéon de las células
ciliadas en el centro de los neuromastos consolidando la apropiada

morfogénesis del sistema de la linea lateral.
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I11. OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar genes esenciales para el desarrollo de la de la linea lateral del pez

cebra y su relacién con el proceso de diferenciacién mediado por atonalla.

Objetivos especificos

1.-Identificacién de secuencias de unién de atonalla y de potenciales genes
blanco.
2.-Relacion regulatoria entre atonalla y gfil en el desarrollo de las células
ciliadas
3.-1dentificacién y andlisis de nuevas mutaciones que afecten el desarrollo de la
linea lateral del pez cebra y la relacién de los genes correspondientes con

atonalla y el proceso de diferenciacién de las células ciliadas.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Este capftulo detalla los materiales e instrumentos utilizados y los

protocolos celulares, moleculares y genéticos de esta tesis.

4.1 MATERIALES

4.1.1 Material Bioldgico

Durante el desarrollo de esta tesis se utilizé especimenes de pez cebra
(Danio rerio) que fueron mantenidos a 28.59C, en ciclos de luz y oscuridad, y en
agua desionizada tratada con 60mg/L de Instant Ocean a pH 7,0 usando
- protocolos de cuidado descritos anteriormente (Westerfield, 1994). Los
embriones fueron obtenidos mediante cruces espontaneos de lineas silvestres,
mutantes o transgénicas de peces adultos, y fueron mantenidos en medio E3
(5mM Na(l, 0.17mM KC], 0.33mM CaClp, 0.3 mM MgS0y4, 0.1% azul de metileno,
pH 7.0). Los estadios embrionarios y larvales se expresan en horas post
fertilizacién (hpf) y dias post fertilizacion (dpf), respectivamente (Kimmel y
cols.,, 1995).

Los peces silvestres usados fueron de las cepas AB y ekk. Las lineas
mutantes (su generacién y rastreo sera descrito mas adelante) y las lineas

transgénicas utilizadas se detallan a continuacion:
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- Tg(brn3c:GAP43-GFP)356t : La expresion de GFP con destinacién a membrana
celular es dirigida por las regiones regulatorias del gen brn3c (Xiao y cols,,
2005). Fue obtenida del laboratorio del Dr. Herwig Baier (UCSF, Estados
Unidos]}

- Tg(-8.0cldnb:lynGFP)#1%6 ; La expresion de GFP de membrana es controlada
por el promotor del gen claudinB (Haas y Gilmour, 2006). Esta linea se obtuvo
del laboratorio del Dr. Darren Gilmour (EMBL, Alemania)

- Tg(atoh1:dTomato)™s8: La expresién de dimer tomato esta bajo el control de
las regiones reguladoras de atonalla (Kani y cols, 2010). Esta linea fue
obtenida del laboratorio del Dr. Shin-ichi Higashijima (Jap6n)

- Tg(gfi1.1:GFP)#128: Linea generada por enhancer trap, y cuya expresiéon de
GFP recapitula el patrén de expresion del gen gfil.1 (Wei y cols, 2008). Esta
linea proviene del laboratorio del Dr. Shuo Lin (UCLA, Estado Unidos).

- Tg(7xTCFsiam:eGFP)ia%: Esta linea tiene 7 repeticiones del sitio de unién a
TCFs y un promotor minimo. Fue obtenida del laboratorio del Dr. Francesco
Argenton (datos no publicados)

- apctAsa ; Esta linea mutante estaba disponible en el laboratorio del Dr. Steve
Wilson (Paridaen y cols., 2009). La mutacién introduce un sitio de restriccién
para BpulOI y los embriones fueron genotipeados mediante PCR/digestion
usando partidores descritos en la seccién de oligonucleétidos. El protocolo para

esto se realiz6 de acuerdo a lo publicado (Paridaen y cols., 2009)

Para los ensayos de monohibrido inverso se utilizé dos cepas de

levaduras haploides MATa y MATa, denominadas W303 (ade2-1, can1-100, his3-
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11,15, leu2-3,112, trp1-1, ura3-1) y BY404 (ade2A::hisG his3A200 leu2A0 trp1A63
ura3A0) respectivamente. Estas fueron obtenidas del laboratorio del Dr. Shawn
Burgess (NIH, Estados Unidos).

Por ultimo, se utiliz6 bacterias termocompetentes Escherichia coli
Top10 (Invitrogen) para la transformacion de los plasmidos usados en esta

tesis.

4.1.2 Reactivos

Generales: Acetato de sodio (Sigma), Acido Citrico (Merck), Acido
Clorhidrico (Merck), Agarosa de bajo punto de fusién (Sigma), Agua sin
nucleasas (Winkler), BSA, Cloruro de calcio (Merck), Cloruro de Magnesio
(Winkler), Cloruro de potasio {Merck), Cloruro de sodio (Winkler), DiAsp
(Sigma), DioCs (Sigma), Dimetilsulféxido (DMSO, Sigma), EDTA (Winkler),
Formamida (Merck), Glicerol (Winkler), Heparina (Sigma), HEPES (Sigma),
Marcador de peso molecular de 100pb (Fermentas), Marcador de peso
molecular de 1kb (Fermentas), Metanol (Merck), PFA (J. T. Baker), PBS
(Winkler), Proteinasa K {GibcoBRL), Reactivo de bloqueo (BMB; Boehringer
Mannheim), tRNA (RNA de Térula, Sigma), SDS (Winkler), BSA (Sigma), Tween

20 (Sigma)

Cultivo de levaduras: YPD, sacarosa (Winkler), YPG, Galactosa

(Winkler)
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Anticuerpos y tincién nuclear: Anticuerpo monoclonal anti-BrdU
{Roche), Anticuerpo monoclonal anti-Tubulina Acetilada (Sigma), Anticuerpo
policlonal anti-GFP (Molecular Probes), Anti IgG de Ratén y de Conejo
acoplados a fluoréforo (Molecular Probes), TOPRO (Molecular Probes), DAPI

{Molecular Probes).

Biologia molecular: Agarosa (Lafken), Agarosa Metaphor (Cambrex),
BCIP, Kit para transcripcién de mRNA in vitro “Message Machine" para Sp6 y
T7 (Ambion)}, Mix de PCR de alta fidelidad “Hi Fi Supermix” (Invitrogen), DNA
polimerasa de alta fidelidad “Pfx High fidelity tag” (Invitrogen), DNA
polimerasa “Platinum Taq” (Invitrogen) Transcriptasa reversa Superscript Il
(Invitrogen), Trizol (Invitrogen), Kit de purificaciéon DNA plasmidial maxiprep
(Qiagen), Kit de purificacibn DNA plasmidial miniprep (Qiagen), Kit de
transformacién Alkali-Cation para levaduras (Talron Biotech), DNA ligasa T4

(New England Biolabs)

4.1.3 Oligonucleétidos

Tablal. Lista de partidores utilizados.

"yt i o Do
orward

Reverse366 CGGCTATTTCTCAATATACTCCTAATTAATAC
ReverseUra GTAGCAGCACGTTCCTTATATGTAGC
Ssbp3-F CCGCTTGTTGAGTCTCCCCATACAG
Ssbp3-R CCACGCCTACACTATCTAGCGTGTATG
DynLigchain4-F CTCATCCCTCTTCCCCACAGATGTG
DynLigchain4-R CTGTAGTTACTGCCCAGCCCTCTGC
Dpp4-F CCACCGGGTCATCTCTCCAGCTCTC
Dpp4-R GACAAGACTCAGCGAGTCAAAATTC
Rims4-F GCTCTGGCAGGAATACAAATGAGGC
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Rims4-R
Ntrk2-F
Ntrk2-R
Sobp-F
Sobp-R
Lhx9-F
Lhx9-R
Bmp1-F
Bmp1-R
Hydin-F
Hydin-R
Fzd10-F
Fzd10-R
Kcng3-F
Kcng3-R
VistaBrn3c-F
VistaBrn3c-R
VistaCutl1-F
VistaCutl2-R

VistaMath1-5Kb-F
VistaMath1-5Kb-R

VistaGfil-F
VistaGfil-R
VistaHes5-F
VistaHes5-R
Vista Barhl1-F
Vista Barhl2-R
apcGen-F
apcGen-R
Lef1Full-F
Lef1Full-R
Lef1Ex2-Int2-F
Lef1Ex2-Int2-R
Lef1Gen-F
LeflGen-R

26bpAthlaTandemFwd
26bpAthlaTandemRvs

4.1.4 Morfolinos antisentido

GCTGGGTCAAGTCTCAGGTCTGG
ctgtgaagcgatcacaatactctttc
gctttccacattgaaagtggagaagc
ccatgtgtgcaaggagaggctgtgc
gtgtgtcaagcttgcctttcattgt
GGCTTTGTATGCCAAGTTTCTGCCG
CATGACATTATTACATCCGACATCC
CCTGCATGTGCCACCATTCC
CAGCCTGCCTCTGTTTCCTGAGTAC
CCAGTGGCCCCATCCTTGCCTGTC
AGTCTGGCACCTTCTATACATGCCC
GGTCCAGATTCTGCCCGCAGGGATG
CATGTAATTGCAGCACAACACAGACC
CCCACTGCTTCTAGAGAATGGGC
GATATACGCACATGAGTGCAGGTGC
ctgccectttcatccaggcagcetcg
ccatgtcccccgctgectcc
CCTTCCCACCACAAGCACTGATAACC
CTCTTCTCACCGAACCCGGATCTC
GGGAGTGGAGAATGGGTTAAATCCC
GCCGCCGCCCTCATCCCCTC
CTCCTGGCCTGCAACTTGGTACC
gtgtggccactgaagttgtcttcc
CTCTCATTTCTCTGCGCCTGTGGCC
GCAGCGGCCCGGCGCCTG
GAATCGGGCCGCGGGTTGTAGAG
GGGTCAGCACGGCCGATAGC
GTGTCCTGAGTGCCCTTTGG
CTTGACACGTTTCTCAGAATGCCAC
GTGCGCGAGCTGACCAGAAAC
CCACTGGGGTCGAGAGGTGATG
GGAGTTTATTTCCCGGCACT
CATGGGTGCATTTGAAATGCAATGC
ACAGGGACCATCCGGATGATCG
TGGAATTGGTTTCTTCACACGTTTTACC
P-AGAGCACGCGCTGTCAGCTGGTGAGCGCA
P-CTTGCGCTCACCAGCTGACAGCGCGTGCT

Tabla2. Lista de morfolinos usados

"CCAAAAATGACCTCGGCATGTTTAC

o gfi .1
Mo gfilb CATTGTGTCCTCCTCTGCCTCATAT
Mo lef1 CTCCACCTGACAACTGCGGCATTT
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4.2 METODOS

4.2.1 Mantencion de los peces y recoleccion de embriones

Los peces adultos de todas las lineas usadas fueron mantenidos en un
ciclo de 14 horas luz y 10 horas oscuridad. Para obtener embriones (para
inyeccién o tratamientos) cada vez se selecciond un numero similar de
hembras y machos, y fueron mantenidos en un tanque de cruce con doble
fondo, separados por una lamina de acrilico durante la noche. Al dia siguiente,
al momento de encenderse la luz, se remueve el separador para permitirles
aparearse. Una vez que los huevos son colectados se traspasan a medio E3 y se
dejan en un incubador a 28.52C para su crecimiento (Westerfield, 1994).

Los embriones utilizados para hibridacién in situ, inmunohistoquimica,
o tratamientos con drogas fueron decorionados, clasificados por su estadio,
segtin Kimmel y cols. (1995), y fijados en PFA 4% a 4 °C, durante toda la noche
(luego del tratamiento si es que correspondia). Al dia siguiente se lavaron tres
veces por 5 minutos con PBST y se deshidrataron agregindoles metanol 100%,
e incubandolos por 10 minutos a temperatura ambiente y luego 1 hora a -202C.
Luego de esto, los embriones fueron utilizados inmediatamente o almacenados

a -20¢ C hasta ser usados.
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4.2.2 Monohibrido inverso.

Los DNA complementarios de zathla/Mathl fueron insertados en el
vector “shuttle” pYoh-1 usando los sitios de restriccién Nhel y Ncol,
introducidos en partidores para PCR, para dejar la secuencia codificante en el
marco de lectura con el dominio de activacién de Gal4 (Zeng y cols., 2008).
ze47/Me47 fueron insertados en un vector donde la transcripcién es inducible
por galactosa usando los sitios de restricciéon Xbal y Xhol que también fueron
introducidos en los partidores.

La doble transformacion de las levaduras fue realizada
secuencialmente, primero con zathla/Mathl y luego con ze47/Me47, usando
un protocolo basado en el kit “Alkali-cation”, para luego ser seleccionadas por
doble auxotrofia. Brevemente, se inoculé una colonia de levaduras W303 en
100 ml de medio YPD y se creci6é a 30°C hasta una concentraciéon de 2 x 106
células/ml. Luego se centrifugd a 400 x g por 5 minutos y el pellet fue
resuspendido en 9 ml de buffer TE, pH 7.5, luego de lo cual fue nuevamente
centrifugado y resuspendido en 5ml de una solucién de LiAc/Cesio. En este
punto las levaduras fueron incubadas por 30 minutos a 302C con agitacion
suave. Una nueva centrifugacién y resuspensién en 1ml de buffer TE, pH 7.5
dejé las células listas para las transformacion. En un tubo de 1.5 ml se hizo Ia
siguiente mezcla: 100ul de levaduras, 5pl de DNA carrier, 5ul de una solucién
de histamina, 1pg del DNA a transformar (en un volumen de 5ul). Esta mezcla
se incubd a temperatura ambiente por 15 minutos, después de lo cual se le

agrego 800ul de PEG y 200ul de TE/Cation MIXX™, Finalmente se incubd esta
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mezcla a 302C por 10 minutos, se le dio un golpe de calor a 422C, se centrifugb
y se sembr6 en medio sin adenina para seleccionar el vector que llevaba el
¢DNA de zathla/Math1. La incubacidn se realizé por 2 dias a 302C.

Para la segunda transformacién se repitié el mismo protocolo pero al
final se sembré en un medio sin leucina (para seleccionar por el vector
ze47/Me47) y sin adenina (para evitar eventos de pérdida del primer
plasmido)

Una vez obtenidas las levaduras dobles transformantes se utiliz6 un
método optimizado para inducir la diploidia en levaduras (Soellick y Uhrig,
2001). El apareamiento entre las 2 cepas de levaduras haploides de tipo sexual
opuesto, una llevando los pldsmidos de atonal/e47 y la otra los plasmidos de la
libreria genémica, resultan en la formacién de cigotos diploides. Brevemente,
una alicuota de cada cepa fue crecida en 10 ml a 30°C en medio selectivo toda
una noche; al dia siguiente, se contaron las células y se ajustaron a una
concentracién de 5 X 106 células/ml y se continué creciendo a 302C hasta
lograr 2 x 107 células/ml. En este punto se reajusté el volumen de medio de
manera tal que la concentraciéon fuese 1 x 108 células/ml. Luego se tomé 2ml
{1 x 108 células/ml) de cada cepa y se mezclaron en un tubo Falcon de 15 ml,
luego de lo cual se centrifugd y se resuspendié en 1 ml de YPD para sembrarse
en placas YPD (medio completo) y dejar creciendo a 302C. Al dia siguiente se
raspd con una rastrillo la capa gruesa de células crecidas, se diluy6 en 5 ml de
medio liquido selectivo con galactosa y se sembré en placas con medio
selectivo para diploides (con galactosa). Para determinar la eficiencia de

apareamiento, una pequeifia cantidad de levaduras del raspaje inicial se diluy6

37




en agua estéril, y se plaqued 1000 células en placas de seleccién para diploides,
y en placas de medio completo para determinar el niimero real de células
plaqueadas. Finalmente luego de 3 dias de incubacién a 302C se obtuvo las
colonias suficientemente grandes como para ser analizadas por PCR y
posterior secuenciacién. Con este método logramos una eficiencia de
apareamiento de un 10%, que esta en el limite superior de lo posible de

obtener.

4.2.3 Secuenciacion

Todas las secuenciaciones de ADN (plasmidiales y genémicas) en esta
tesis fueron determinadas usando el kit ABI BigDye® Terminator Version 3.1
(Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del fabricante. La reaccién se
hizo en un total de 10 pl que contenfan 4 yl de BigDye, 1pl del Partidor
correspondiente 3.2 mM, 200ng de DNA plasmidial o producto de PCR, y agua
nanopura. Los pardmetros de PCR se ajustaron de acuerdo al DNA templado.

Las reacciones de PCR para secuenciar las regiones gendmicas aisladas
con el monohibrido inverso fueron anidadas usando 3 partidores de la manera
que se explica en la figura 9B.

Los productos de estos PCR fueron enviados al departamento de
secuenciacién de UCL (Londres) o fueron analizados en el secuenciador ABI
Prism 3700 DNA Analyzer, de acuerdo a protocolos existentes en National

Institutes of Health (NIH, Estados Unidos).
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4.2.4 Andlisis bioinformatico

Para realizar el mapeo de las secuencias obtenidas con la busqueda
‘gendmica en levaduras con ambas genotecas se utilizo la herramienta BLAT del
Centro de Gendmica y Bioinformatica de la Universidad de California, Santa Cruz
(genome.ucsc.edu/), disefiada para encontrar ripidamente secuencias desde un
95% de similitud, de 25 bases o maés.

Con el fin de realizar alineamientos de secuencias obtenidas entre si, y
para encontrar patrones de similitud entre ellas (motivos) se uso la herramienta
MEME (http://meme.sdsc.edu/) del “National Biomedical Computation
Resource”, que es de libre acceso a través de Internet y permite obtener una

representacion grafica de los motivos encontrados.

4.2.5 Construccion de plasmidos reporteros basados en el transposon

Tol2

Usando DNA genémico de pez cebra y raton se amplifico las regiones
obtenidas del ensayo de monohibrido inverso y del andlisis de regiones
conservadas con Vista Enhancer Browser. Se utilizé “Hi Fi Supermix”
(invitrogen) para evitar la inclusién de potenciales mutaciones. El protocolo de
las reacciones de PCR para cada region amplificada fueron las siguientes: 22.5
ul de Hi Fi Supermix, 1pl de cada partidor, 0.5p] agua nanopura. Las
condiciones de temperatura y ciclos fueron: 942C por 3 minutos; 30 ciclos de

949C por 30 segundos, 58 a 66°C (dependiendo de los partidores usados) por
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30 segundos, 722C por 1 minuto; 722C por 10 minutos. En todos los casos se
obtuvo bandas tnicas y del tamafio esperado.

En el caso de la regi6on de 26 pares de bases ultra conservadas 1.5
kilobases corriente abajo de atonalla, se disefio partidores fosfatados con dos
bases adicional complementarias en los extremos. Se dejaron hibridar a
temperatura ambiente por 10 minutos y luego se realizd una reacciéon de
ligacién con protocolos del fabricante de la enzima DNA ligasa T4. Finalmente
la muestra total se cargé en un gel de agarosa Metaphor (Cambrex) al 2%, que
tiene una capacidad de resolucioén de bandas similar a la acrilamida. Al analizar
el patrén de bandeo se selecciond aquella banda que contenia 6 repeticiones
de laregién.

En todos los casos, los fragmentos de DNA cortados manualmente desde
los geles de agarosa fueron extraidos usando QIAEX II Gel Extraction Kit
(Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Los fragmentos de DNA fueron clonados en el vector
pCR®8/GW/TOPO® (Invitrogen) que es compatible con la plataforma de
recombinacién para clonamiento Gateway. La reaccion de ligacién se realizé de
acuerdo a las instrucciones del fabricante, se transformé en bacterias
competentes TOP10 (Invitrogen), y se sembré en placas con espectinomicina
para la seleccién de transformantes. Se selecciond 2 colonias por placa , se
extrajo DNA plasmidial y se secuencid para conocer la identidad del inserto.

La tecnologia de clonamiento Gateway estd basada en el sistema de
recombinacioén de los sitios att del fago lambda que permite una rapida y

eficiente transferencia de fragmentos de DNA y la construccién modular o
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simple de vectores de expresidn con orientaciones y 6rdenes especificos
(Kwan y cols, 2007). El sistema se compone de 2 reacciones basicas,
denominada BP y LR para construir los denominados vectores de “entrada” y
“finales”, respectivamente. Estas reacciones son catalizadas por enzimas que
median la recombinacién de los diferentes fragmentos de DNA flanqueados por
los sitios att. Nosotros clonamos los fragmentos de DNA gen6mico en el vector
pCR®8/GW/TOPO® que permite la construccién inmediata del vector de
entrada, evitando la reaccién BP. Esto permite insertar directamente el
fragmento genémico en el vector final de expresion, pGW_cFosEGFP, mediante
una unica reaccién LR (Fisher y cols, 2006). Esto fue realizado de acuerdo a las
instrucciones del fabricante usando el reactivo “Gateway® LR Clonase™ II Plus
Enzyme Mix (Invitrogen). El vector de expresion vector fue proporcionado por
el Dr. Andrew McCallion (Universidad John Hopkins, USA). Un esquema del
método de clonamiento y estrategia se encuentra en la figura 12A.

Cada reaccién fue transformada en bacterias competentes TOP10. Se
aislé 2 colonias, se extrajo DNA plasmidial y se realizé PCR con los partidores

respectivos para comprobar si contenfan el inserto esperado.

4.2.6 Transformacion de bacterias competentes
Para la transformacion de pldsmidos se usé bacterias competentes

TOP10 y el método de golpe de calor. Para cada reaccion se utilizé 50 pl de

bacterias a las que se les agregdé 50 ng del ADN a transformar y se incubé en
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hielo por 30 minutos. Luego se dio un golpe de calor de 30 segundos a 422C, en
un bafio termorregulado, para luego volver a incubar en hielo por 2 minutos. A
continuacién se agreg6 250 pl de medio S.0.C. y se incubé en agitador a 372C
por una hora. Finalmente se sembr¢ las bacterias en placas de agar con el

antibiético correspondiente y se dejé a 372C toda la noche.

4.2.7 Extraccion de DNA plasmidial

Colonias de bacterias aisladas fueron seleccionadas de placas con LB e
inoculadas en medio LB fresco (10 gr de triptona, 10 gr de NaCl y 5 gr de
extracto de levadura en un litro de agua destilada) con los antibi6ticos
apropiados, segiin el caso. El cultivo fue incubado a 37°C con agitacién vigorosa
hasta la mafiana siguiente cuando fue centrifugado y el LB sobrenadante fue
removido. De este pellet resultante se extrajo DNA plasmidial. Esto fue realizado
usando los kit “QIAprep Spin Miniprep” y “QIAGEN Plasmid Maxi”, segiin
instrucciones del fabricante. Las concentraciones de DNA fueron determinadas

usado un equipo “NanoDrop ™ND-1000 Spectrophotometer”.

4.2.8 Microinyeccion de embriones

Para la microinyeccién de huevos de pez cebra se usé una placa de Petri

de plastico, en donde se mont6 un portaobjetos de vidrio. Los huevos recién

fecundados fueron depositados sobre la placa, justo en el borde del
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portaobjetos, formando una fila tnica paralela al portaobjeto. Luego se
removi6 el exceso de agua para que los huevos quedaran adheridos a la
superficie por tensién superficial. Finalmente la placa con los hue\}os fue
puesta en una lupa de diseccién y microinyectados con 5 a 10 nl de una
solucién que contenfa ADN, ARNm y/o morfolino, usando para esto un inyector
de presién de nitrégeno (Narishige). Todas las inyecciones se realizaron al
estadio de una célula.

Para la inyeccién de los plasmidos reporteros pcfosEGFP se inyect6 una
concentracion de 50ng/ul de DNA en conjunto con 50ng/pl de mRNA
codificante para la enzima transposasa. La sintesis y purificacién de este
mRNA se realiz6 con el kit mMESSAGE mMACHINE, segtin instrucciones del
fabricante.

La inyeccion de los morfolinos de gfi1.1 y gfilb se realiz6 a 2 ng/ul (10
ng por embridn)

La inyeccién del morfolino contra lefl fue de 1ng/pl (5 ng por embrién).

El mRNA codificante para KAEDE se inyecté a una concentraciéon de
100ng/ul. Su sintesis y purificacién se realizé igual que con el de la

transposasa.

4.2.9 Mutagénesis por ENU y rastreo de mutantes de linea lateral

Las mutaciones fueron inducidas en peces machos de la linea AB por 4

rondas de tratamientos con ENU 3mM como se ha descrito previamente (van

Eeden y cols., 1999). Esto fue realizado en el laboratorio del Dr. Steve Wilson




(UCL, Reino Unido).

El esquema bésico de rastreo se esquematiza en la Figura 18. Larvas F3
fueron incubadas por 5 minutos en una mezcla de Diasp y DioC6 a una
concentraciéon de 4pg/ml y 0.3pg/ml en E3, respectivamente. Luego fueron
observadas bajo lupa de fluorescencia para identificar defectos en los

neuromastos y células ciliadas.

4.2.10 Mapeo de mutaciones

Las mutaciones fueron mapeadas mediante andlisis de segregantes
agrupados usando Polimorfismos de Longitud de Secuencia Simple (SSLPs) que
pertenecen al panel MGH, de acuerdo a Talbot y Schier (1999). Para ello el
primer paso fue extraer ADN gendmico de mutantes y siblings, identificados
mediante el método de rastreo descrito arriba en el texto. Para esto, todos los
mutantes y un niimero equivalente siblings fueron transferidos individualmente
en placas de 96 pocillos y se realizé una lisis directa de ellos. Brevemente, a
cada pocillo se le removié el maximo de liquido posible, se le agrego 50ul de
buffer de lisis (Tris-HCL 10mM pH8, NaCl 100 mM, EDTA 10 mM, SDS 0.4%) y la
placa se incub6 a 982C por 10 minutos. Luego se agregé 10pl de proteinasa K
10pg/ml y se incubé por 2 horas mas a 55°C. Finalmente se subié la
temperatura a 98°C por 10 minutos para proceder a inactivar la proteinasa K.
Esta solucién fue usada como templado para las reacciones de PCR para mapeo.

El mapeo fue llevado a cabo con un panel de 240 marcadores genéticos

SSLPs, distribuidos en los 25 grupos de ligamiento del pez cebra. El principio del




andlisis de segregantes agrupados es usar una mezcla de ADN gendmico
proveniente de embriones individuales para testear, mediante PCR, todos los
marcadores en el panel de mapeo para simplificar el proceso de caza de
marcadores ligados a la mutacién. En este protocolo, 2 grupos de ADN gendmico
fueron generados: uno de mutantes y uno de siblings. El grupo mutante fue
hecho tomando 10ul de DNA de cada uno de 8 larvas mutantes. Similares
alicuotas de DNA de siblings fueron combinadas en otro tubo. Para realizar el
anélisis de PCR se siguid un protocolo de uso corriente en la laboratorio del Dr.
Stephen Wilson. Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un total de
12l consistentes en: 2pl buffer de PCR, 0.4pl 20 mM dNTPs, 0.8ul de cada
partidor, 1pl de ADN gendmico, 0.5pl de Taq Platinum y 6.5ul de agua sin
nucleasas. Estas reacciones fueron realizadas en formato de placas de 96
pocillos, y fueron sometidas al siguiente programa de PCR: 942C por 3 minutos;
45 ciclos de 942C por 30 segundos, 552C por 30 segundos, 722C por 1 minuto;
729C por 10 minutos. Todo el producto de cada reaccion de PCR fue analizado
en gel de agarosa al 3% en buffer TBE 0.5X (10X TBE: 890mM Tris-Base,
890mM acido bérico, 20mM EDTA, pH 8.3). La interpretacién de los resultados
del gel fue facilitado por la combinacién de un tnico ordenamiento de los
partidores en el formato de 96 pocillos y por el uso de pipetas multicanal
durante la preparacion y carga de las muestras.

Los posibles bandeos esperado son esquematizados en la figura 8.

Después de mapear la mutacién a cierto grupo de ligamiento con la

ayuda de uno o dos marcadores del panel de mapeo, se inici6 una etapa de

mapeo intermedio. En este punto los esfuerzos se concentran en aislar la mayor




AB ekk MP sp AB ekk MP sp AB ekk mp sp

No ligado Medianamente ligado tigado

Figura 8. Ilustracién esquematica del analisis de segregantes agrupados.
Un buen marcador SSLP para clonamiento posicional evidencia diferencias
significativas en los tamafios de los productos de PCR que son analizables en gel.

., En este caso este marcador representa una ubicacién genémica que tiene un

polimorfismo de tamafio entre las cepas AB y ekk. A la izquierda se observa que
cuando un marcador no esta ligado a la mutacién, la banda AB y la ekk deberian
tener iguales probabilidades de ser amplificadas desde el pool de DNA
genémico mutante (MP). Al medio se esquematiza un caso en el que un
marcador estd en el mismo cromosoma, pero no cercano a la mutacién y por lo
tanto la banda deberia tener una mayor probabilidad de ser amplificado en el
pool mutante, en relacién a la banda ekk. A la derecha se muestra un marcador
que esta ligado (0 muy cercano) a la mutacién, donde s6lo la banda AB puede
ser amplificada del pool mutante. (SP: pool de DNA de siblings)

cantidad de mutantes posibles y en probar marcadores que sean polimérficos,
para poder analizar DNA gendémico de embriones individuales para la
identificacién de recombinantes (Talbot y Schier, 1999). Al mismo tiempo, la
direccion en la que se encontraba la mutacién también fue definida por la
reduccion del nimero de recombinantes cuando se teste6 en una serie de
marcadores en linea. Después de establecer tal mapa genético delineando la
relacién entre la mutacién y los marcadores SSLP, los restantes recombinantes
entre 2 marcadores cercanos fueron usados para el subsecuente mapeo mas
fino.

La informacién de secuencia de los marcadores genéticos més cercanos

establecidos en el mapeo intermedio fue usada para ubicar la posicién fisica en

el genoma del pez cebra (http://www.ensemble.org/Danio rerio/Info/Index).
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Asi se identific6 BACs o contigs que cubrieran la regién para identificar
marcadores adicionales y de esta forma estrechar un intervalo flanqueado por
marcadores previos, hasta una regién gendémica critica que puede ser
caracterizada a nivel molecular para identificar la mutacién. El disefio de nuevos
marcadores SSLP fue hecho usando un software disponible en internet, el cual
busca repeticiones de dupletes de bases CA dentro de una regién de DNA
gendémico  (http://danio.mgh.harvard.edu/markers/ssr.html). Los nuevos
marcadores que fueron polimérficos se utilizaron para limitar la distancia
llevando a cabo reacciones de PCR en los ADN de embriones individuales

recombinantes.

4.2.11 Secuenciacion de genes candidatos

Luego del mapeo fino, una aproximacion de gen candidato fue llevada a
cabo cuando no se pudo acotar mas el intervalo critico. Esta informacién se
combiné con datos publicados de nuestro laboratorio sobre el repertorio de
genes expresados durante el desarrollo de la linea lateral (Gallardo y cols.,
2010), y de esta manera se escogieron candidatos bonafide. Las regiones
codificantes candidatos fueron secuenciadas sistematicamente para la
identificacién de una mutacién mediante comparacién de DNA gendémico o

cDNA, como se describira més adelante en esta seccion.
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4.2.12 Sintesis de sondas e hibridacién in situ en embrién completo

Para sintetizar las sondas de RNA marcadas con digoxigenina, se digirié
el ADN plasmidial con la enzima de restriccién correspondiente (ver tabla 3}, y
luego se incubé 1pg de ese producto digerido en las siguientes condiciones: 2pl
de Buffer de transcripcion, 2ul RNA polimerasa (SP6, T3, o T7), 8ul Mezcla de
NTP digoxigenina, 1ul DTT 0,1 M, 1ug DNA linearizado, H20 sin nucleasas hasta
completar 20, Luego de incubar esta mezcla por 2 horas a 372C se agregd 2l
de DNAsa y se incubé por 30 minutos mas. Posteriormente se afiadié 30pl de
agua sin nucleasas y se precipitd agregando 2ul de LiCl 10M y 200ul de etanol
al 100% dejando a -20°C toda la noche. Luego se centrifug6 a 14000 rpm por
30 minutos y el precipitado se lavé con etanol al 70%. Posterior a esto se
resuspendi6 el precipitado en 50yl de agua sin nucleasas y se diluyé en 950pl
de buffer de hibridacion.

La informacioén relativa a la preparacion de cada sonda se resume en la

Tabla 3.

Tabla 3. Sondas utilizadas para hibridacién in situ. Se sefiala en cada caso
la enzima de restriccion y RNA polimerasa utilizadas, ademas del vector de
clonamiento.

Sonda: enzima Polimerasa
atohla BamHI T7
lef1 Notl T7
cxcr4b
EcoRI T7
cxcr7b
Xhol SP6
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ea3
p Notl T7
sefl
EcoRI T7
fo3 Xhol SP6

Para la hibridacién in situ se utiliz6 el protocolo descrito por ThisseC. Y
Thisse B., (2008) con algunas modificaciones. Los embriones fijados y luego
almacenados en metanol, fueron rehidratados mediante lavados sucesivos de 5
minutos con metanol 75%, 50% y 25% (en PBST), respectivamente, seguido de
3 lavados de 5 minutos con PBST. A continuacién, los embriones se
permeabilizaron incubandolos en una solucién de proteinasa K 10 pg/ml a
temperatura ambiente de acuerdo a los tiempos indicados en la tabla 4.

Tabla 4. Concentracion de proteinasa K y tiempo de incubacion para los
diferentes estadios de desarrollo de pez cebra

Estadio de | Concentracién Proteinasa K | Tiempo de incubacién
desarrollo

24 hpf 1 pug/ml 5 minutos

30-36 hpf 1 pg/ml 10 minutos

48 hpf 1.5 ug/ml 10 minutos

72 hpf 2 ug/ml 10 minutos

Luego se volvid a fijar los embriones fijaron inmediatamente en PFA al
4% durante 30 minutos. Se lavaron nuevamente en PBST 5 veces por 5
minutos cada vez, para luego prehibridarlos en buffer de hibridacién
(Formamida 50%, SSC 5X, Heparina 50 pg/ml, tRNA 500pug/ml, acido citrico
1M pH 6.0, Tween 20 al 0.1%) a 652C, por al menos 4 horas. Posteriormente se
agreg6 la ribosonda y fueron incubados durante toda la noche a la misma

temperatura.
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Al dia siguiente los embriones fueron lavados de la sonda con 3
incubaciones sucesivas de 10 minutos cada una con formamida al 50% y 25%
en SSC 2X, y SSC 2X. Luego se hizo 2 lavados de 30 minutos con SSC 0,2X; todo
fue hecho a la misma temperatura de hibridacién. A continuacién los
embriones fueron incubados por 4 horas a temperatura ambiente en solucién
de bloqueo (BSA 0.2%, PBS1X, DMSO 1%, Tween 20 0.1%) para impedir la
unidén del anticuerpo a sitios inespecificos. En forma paralela se bloqueé el
anticuerpo anti-digoxigenina (1:4000), incubindolo en la misma solucién.
Terminadas las 4 horas, se agrego la solucién con el anticuerpo a los embriones
y se dejé incubar toda la noche a 42C.

Al dia siguiente se removié el anticuerpo y los embriones se lavaron en
PBST 5 veces por 20 minutos para eliminar el anticuerpo libre. Luego se
equilibraron en solucién AP (NaCl 100mM, Tris 100mM pH 9.5, MgCl2 50mM,
Tween 20 al 0.1%) durante 5 minutos por 3 veces. A continuacién fueron
incubados en solucion NBT/BCIP a temperatura ambiente y en oscuridad,
hasta la aparicién de la marca. Posteriormente se lavaron con PBST 3 veces por
5 minutos.

Los embriones ya tefiidos se pasaron a glicerol mediante incubaciones

sucesivas a concentraciones crecientes de glicerol en PBS.

4.2.13 Inmunohistoquimica en embrién completo

Embriones fijados y almacenados en metanol, fueron rehidratados y

lavados 3 veces por 5 minutos en PBST, luego tratados con proteinasa K y
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fijados igual que en el protocolo de hibridacién in situ. Hay modificaciones para
el tratamiento de los embriones incubados en BrdU que seran explicitadas més
adelante en esta seccion. Luego, los embriones fueron incubados toda la noche
a 4°9C con el anticuerpo primario correspondiente diluido en solucién de
bloqueo . A continuacién se lavaron 4 veces por 20 minutos en PBST, y se
incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo secundario (de ratén o
conejo), acoplado a fluoréforo, y diluido en soluciébn de bloqueo.
Posteriormente fueron lavados 4 veces por 20 minutos en PBST. Luego de esto
se procedié a tefiir los niicieos con DAPI o TOPRO.

Las diluciones de anticuerpo fueron: BrdU 1:200 (Roche); GFP 1:200
(Molecular Probes); tubulina acetilada 1:1000 (Sigma). La tincién nuclear fue
hecha con DAPI 2pg/ml (10 minutos) o TOPRO 250pM (30 minutos) en PBST,
seguido de 4 lavados de 5 minutos en PBST

Los anticuerpos secundario estaban acoplados a Alexa 488 o 564

(Molecular Probes) y fueron usados a una dilucién de 1:200.

4.2.14 Identificacion de la mutacion en lef1

Para obtener la secuencia codificante completa de lefl, primero se
realizé una extraccion de RNA total de larvas mutantes y siblings de 3dpf
usando Trizol (Invitrogen). Brevemente, 50 embriones fueron resuspendidos y
homogeneizados en 200pl de Trizol y luego se agreg6 40ul de cloroformo. Esto
se centrifugdé por 15 minutos a 12000 x g a 4°C. Luego, la fase acuosa fue

transferida a un tubo estéril y el RNA se precipité como 100pl de isopropanol
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por 30 minutos a -809C. Posteriormente se centrifugé por 15 minutos a 12000
X g a 42Cy el precipitado de RNA se lavé con etanol 70%. Finalmente el RNA se
resuspendi6 en 11l de agua sin nucleasas.

La sintesis de c¢DNA fue realizada con transcripcién reversa con
SuperScriptlll (Invitrogen) usando partidores oligo(dT), segin instrucciones del
fabricante. El protocolo de PCR para amplificar lef1 fue el siguiente: 2.5u buffer
10X, 1pl MgS0Q4, 1yl de cada partidor 10pM, 0.5u1 ANTP 10 mM, 0.5p] cDNA,
0.1 Pfx High fidelity taq, agua sin nucleasas hasta 25ul. Las condiciones de
termociclador fueron: 2 minutos a 942C; 35 ciclos de 30 segundos a 942C, 30
segundos a 602C, 1.5 minutos a 722C; 5 minutos a 722C. El producto de PCR fue
resuelto en un gel de agarosa al 1.5% y la banda fue cortada y extraida para
clonamiento en un vector pCR®-Blunt [I-TOPO® (Invitrogen) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante.

La lesi6n genémica fue identificada mediante secuenciacién directa del
producto de PCR de muestras de DNA de larvas individuales. La mezcla de PCR
fue la misma que para amplificar el cDNA (con partidores distintos descritos en
la secciéon de oligonucleétidos), y con las siguientes condiciones de
termociclador: 2 minutos a 942C; 45 ciclos de 30 segundos a 942C, 30 segundos
a 582C, 0.5 minutos a 722C; 5 minutos a 722C.

La mutacién introduce un sitio de restricciéon para Hpy188l (New
England Biolabs) en el amplicon mutante, por lo tanto para genotipear los
embriones mutantes se realiza PCR/digestién y luego se resuelve en un gel de

agarosa al 3% en TBE.
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4.2.15 Incorporacion de BrdU

Los embriones fueron incubados en BrdU 10mM en conjunto con 15%
DMSO0, a 4°C por 30 minutos, y luego se dejaron recuperar en medio E3 a 28.52C
por una hora. Posterior a esto los embriones fueron fijados en PFA al 4%.
Después de la incorporacién de BrdU, a los embriones se les removi6 la cabeza
para extraccion de DNA gendmico con el fin de genotipearlos. Los cuerpos
fueron tratados para inmunodeteccidn con anti-BrdU. La tinica diferencia con el
protocolo normal de inmunofluorescencia fue que después del tratamiento con
proteinasa K se hizo 2 lavados con HCL 2N de 10 minutos cada uno, luego 2

lavados de 5 minutos con PBST, y luego se procedid a bloquear.

4.2.16 Tratamientos con drogas

Para bloquear la divisién celular en embriones de pez cebra, se incubé
embriones decorionados en una mezcla de afidicolina 150puM (Sigma) e
hidroxiurea 20mM (Sigma) en 2% DMSO en medio E3, de acuerdo a datos de la
literatura (Bonner y cols., 2008)

Para activar la via Wnt, embriones decorionados fueron incubados en el

agonista BIO a una concentracién de 2.5uM (Sigma) en 2% DMSO en E3.
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4.2.17 Microscopia de tiempo interrumpido, fotoconversion vy
procesamiento de imagenes

Las imagenes de confocal y time-lapse fueron llevadas a cabo en un
microscopio confocal Leica TCS SPE con una camara de aire calentada a 28.52C.

Para los time lapses, los embriones vivos fueron inmovilizados en agarosa
de bajo punto de fusion 1.2% (Sigma) y anestesiados en tricaina 0.016%
{Sigma).

Durante en analisis de imagenes, el conteo de nticleos y distancias fueron
hechos usando en software Image].

Los embriones inyectados con mRNA codificante para Kaede fueron
montados en agarosa de bajo punto de fusién a las 24hpf y la region lider del
primordio fue fotoconvertida con una laser de una longitud de onda de 405nm,
en el microscopio confocal, usando un 30% de potencia en el modo de barrido
convencional repitiendo 3 veces el barrido en la misma 4rea.

Para los experimentos de ablacién celular, embriones decorionados
fueron anestesiados y montados en agarosa como se describi6 antes. Un laser de
2 fotones en un microscopio Zeiss-510 fue usado para identificar la zona
escogida y para ablacionar las células GFP positivas del borde lider del
primordio. Un tinico barrido con 180mW de potencia con zoom a 40X fue usado.

El experimento se realizé a las 24hpf.
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V. RESULTADOS

El control de la diferenciacion celular y morfogénesis involucra una serie
de procesos a través de los cuales las células adquieren funciones, formas y
reordenamientos especificos mediante una coordinada activaciéon o represion
de genes en patrones espaciales y temporales definidos. Esta fina regulaciéon es
llevada a cabo en gran parte por factores de transcripcidon, que se unen a
secuencias de DNA en la cromatina y controlan la transcripcién de genes blanco
en punto criticos del desarrollo. La identificacion de esos genes diana
proporciona informacién a cerca de procesos individuales y de cémo esos
factores interactiian en una red transcripcional. Luego, esas redes pueden ser
usadas para describir procesos celulares particulares u otros tan intrincados
como el desarrollo embrionario (Davidson y cols., 2002; Wyrick y Young., 2002).

Con la finalidad de apuntar en esa direccion, la primera parte de esta
tesis consistidé en identificar genes regulados transcripcionalmente por
atonalla. Para ello se usé un sistema de expresion heterélogo en levaduras que
luego fue aplicado al pez cebra. Al mismo tiempo, como estrategia alternativa, se
realiz6 una bisqueda de secuencias conservadas de unién a DNA para este
factor de transcripcion (el elemento llamado caja E) mediante una comparacién
de regiones gendmicas regulatorias en algunos genes que, de acuerdo a sus
patrones de expresién espacio-temporal durante el desarrollo embrionario, o
por evidencia sugerida en la literatura, podrian ser blancos de la familia atonal.
Finalmente se analiz6 la capacidad de las secuencias identificadas de dirigir la

expresion de un gen reportero en embriones de pez cebra.
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5.1 Identificacion de secuencias de union de atonalla y de potenciales

genes blanco.

5.1.1. Monohibrido inverso

La comparacién del transcriptoma de dos poblaciones celulares en las
cuales un factor de transcripcion es diferencialmente expresado, ya sea por
ganancia o pérdida de funcién, ha sido usada como una aproximacién para
identificar genes activados por estas proteinas, mediante ensayos de
microarreglos de DNA (Sumanas y cols., 2005; Lam y cols., 2006; Bergeron y
cols,, 2008). Sin embargo, para efectos de esta tesis no fue posible usar esta
técnica. Una primera limitacién es que este tipo de aproximaciones entrega
resultados de cambios globales pudiendo abarcar genes que son regulados
directa o indirectamente por un factor de transcripcién. La segunda limitacién
(v fundamental), es que atonall es un gen esencial para la diferenciacién de las
células ciliadas (Bermingham y cols, 1999; Zheng y cols, 2000), lo que
imposibilita los analisis sustractivos. Otras aproximaciones, mas recientes y
efectivas, involucran secuenciacibon a gran escala acoplada a
_ inmunoprecipitacion de cromatina (Robertson y cols., 2007), pero esto requiere
anticuerpos de gran calidad para el factor de transcripcién de interés. Durante
el desarrollo de esta tesis se disefid un anticuerpo contra un péptido especifico
de la proteina atonalla de pez cebra, pero éste carecié de funcionalidad. Por lo
tanto, se debi6 buscar una alternativa para la identificacién de blancos este gen

proneural.
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Las estrategias experimentales en levaduras pueden ser rapidas,
econdmicas y casi universalmente accesibles, lo que se ha demostrado con el
masivo uso de ensayos de doble hibrido (Fields y Song, 1989) y de una amplia
gama de otras aproximaciones experimentales adaptadas para ensayos a gran
escala (Brachmann y Boeke, 1997; Parsons y cols., 2003; Li y Hertskowitz, 1993;
Wang y Reed, 1993; Vizeacoumar y cols., 2009). Al respecto, recientemente en el
laboratorio del Dr. Shawn Burgess (NIH, USA) se desarrollé un versatil método
en levaduras para realizar ensayos de monohibrido inverso con el fin de
identificar blancos transcripcionales usando librerias genémicas de pez cebra y
raton, y ellos han mostrado exitosamente la validez de esta estrategia (Zengy
cols,, 2008). Basicamente el método consiste en que levaduras que expresan el
factor de transcripcién deseado son apareadas con otras que contienen una
libreria de fragmentos genomicos clonados ri6 arriba del gen reportero URA3.
Los fragmentos de DNA con sitios de unién para el factor son identificados
porque cuando la interaccion factor-DNA ocurre, se activa el reportero y por lo
tanto las levaduras pueden crecer en un medio sin uracilo; luego se realiza una
ronda de secuenciacién masiva de esos clones positivos para identificar los
fragmentos gendomicos que contienen secuencias blanco del factor de
transcripcion.

Nosotros usamos esta aproximacién para buscar blancos de atonalla.
Para ello se cloné los cDNAs codificantes para este gen proneural de pez cebra 'y
su co-factor transcripcional E47, en vectores de expresién de levadura y se
realizé la seleccién. El clonamiento de E47 fue necesario debido a que las

proteinas proneurales heterodimerizan con otras proteinas del tipo bHLH
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denominadas “proteinas E”, para unirse al DNA (revisado en Kiefer, 2005). En
Drosophila, Daughterless es una proteina de este tipo y heterodimeriza con
Atonal para unirse a las secuencias blanco (Chien et al, 1996).

En paralelo realizamos los clonamientos, en los mismos vectores, de los
ortélogos para ambos genes de ratén y llevamos a cabo el mismo
procedimiento. Es importante destacar que el titulo de las genotecas usada para
el experimento de monohibrido es tal, que tienen representado varias veces el
genoma de las especies en cuestion. Un esquema del ensayo realizado se ilustra
en la figura 9A.

Las colonias URA3 positivas obtenidas fueron replicadas en los
respectivos medios de seleccidn para asegurar la presencia de los todos los
plasmidos necesarios. Luego se realizé reacciones en cadena de polimerasa
usando partidores ubicados en la regién spol3 y ura3 con la finalidad de
amplificar especificamente secuencias del plasmido reportero (Figura 9B).
Posteriormente se llevo a cabo una ronda de secuenciacién usando partidores
que flanquean la regiéon gendmica aislada. Un ejemplo representativo de los
fragmentos amplificados se puede apreciar en la figura 9C, donde se observa
que los fragmentos gendmicos de pez cebra son de 200 a 600 bases y las de
ratén desde 200 a 800, aproximadamente.

Se secuenci6 el DNA de un total de 768 colonias aisladas, de las cuales
190 fueron de la genoteca de pez cebra y 578 de la de ratén. De este proceso se
obtuvo un total de 115 colonias tnicas y cuyas secuencias gendmicas
plasmidiales fueron mapeables a algtin lugar del genoma de las especies en

cuestion (Figura 10A). Estas 115 secuencias representan un 15% del total de
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Figura 9. Busqueda gendmica en levaduras para identificar sitios de union
para atonall. (A) Estrategia usada. El factor de transcripciéon Atonalla de pez
cebra (zathla) y su cofactor transcripcional E47 (ze47) son expresados en
levaduras haploides MATa que son apareadas con levaduras haploides MATa,
que contienen una libreria de fragmentos genémicos de pez cebra clonados
corriente arriba del gen reportero ura3. El mismo procedimiento fue realizado
para los genes de ratén usando la libreria correspondiente (a la derecha). Si
existe interaccion entre Atonal/E47 y el fragmento gendmico representado en la
levadura, se activa el reportero ura3y las levaduras pueden crecer en un medio
sin uracilo (-URA). (B) Esquema del sitio de clonamiento en el plasmido
reportero para los fragmentos gendmicos. El promotor SPO13 reprime la
transcripcion basal de ura3, y los fragmentos genémicos digeridos con Tsp509I
fueron ligados en el sitio EcoRI. Las flechas incompletas indican los partidores
usados para la amplificacion de las secuencias clonadas. Mediante el uso de un
partidor en el gen ura3 y el otro en el promotor SPO13, se previene la
amplificacién de las secuencias enddgenas de la levadura; luego se usa el otro
partidor del promotor para secuencias el fragmento. (C) Ejemplos
representativos de amplificados en colonias individuales con ambas librerias
gendmicas, luego del proceso de seleccion. Los tamafios de los fragmentos son
similares en los 2 casos (Zengy cols., 2008)
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reacciones de secuenciacién realizadas. Ninguna de las 115 secuencias
analizadas se repiti6 entre si.

Con las secuencias obtenidas se realizé un andlisis comparativo para
encontrar elementos comunes. Mediante el uso del algoritmo MEME disponible
para acceso libre a través de Internet (http://meme.sdsc.edu/), se identificé
motivos de 8 a 10 pares de bases, presentes en alta frecuencia en las diferentes
secuencias. Como se observa en la Figura 10B, la representacién grafica
entregada por la herramienta arrojo dos cajas que coinciden perfectamente con
los sitios de unidn para proteinas de la familia Atonal reportados en la literatura
(Bertrand y cols., 2002). Estas secuencias, conocidas como cajas E estan en los
promotores de los genes blancos y son especificamente reconocidas. Aunque la
proteinas proneurales de diferentes familias reconocen el hexdmero comiin
CANNTG, ellas deben reconocer bases diferentes en las 2 posiciones centrales
(Bertrand y cols., 2002). Es importante destacar que hay reportes que sugieren
que atonall y atonal5 (las 2 proteinas de la familia atonal con mayor homologia
entre sf) pueden ocupar indistintamente las 2 cajas encontradas y esto es
concordante con que ambas proteinas proneurales activan las mismas cascadas
genéticas en el ojo y el oido/linea lateral a pesar de que los tipos celulares
especificados son diferentes; Atonal5 especifica células retinoganglionares y
Atonall, células ciliadas (Biesel y Fritzsch, 2004, Del Bene y cols., 2008).

Interesantemente, el andlisis por MEME no arrojo la presencia de otras
secuencias repetidas en los fragmentos genémicos aislados por el método del
doble hibrido.

De las 115 secuencias tinicas mapeables, se encontré que el 83.9% contiene al
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menos una caja E sugiriendo que son putativos sitios de unién reales para
proteinas proneurales (Figura 10A-C).

Luego, se llevo a cabo un mapeo de las secuencias identificadas para
establecer su posicion en el genoma de pez cebra y ratén. El criterio utilizado
para considerar que las secuencias son candidatas a ser elementos reguladores,
fue que estuvieran dentro de una distancia de 15 kilobases corriente arriba del
inicio de la transcripcién y 15kb corriente abajo del término de ésta
(Krizanhovsky y cols., 2006 ). Sin embargo este criterio arbitrario puede tener
limitaciones puesto que existen reportes que indican que regiones de DNA con
sitios de unién funcionales para factores de transcripcién incluso pueden estar
en regiones muy distantes en el genoma , como es el caso de s0x9 o shh (Jeong y
cols., 2006; Bien-Willner y cols., 2007).

De entre los genes cercanos a las secuencias obtenidas se seleccioné
aquellos en los que podria haber alguna relacién con neurogénesis o funcién
neuronal, de acuerdo a la literatura. Con ellos se realizaron andlisis que seran
mostrados mas adelante en esta tesis. La lista de genes asociados a las
secuencias aisladas por la metodologia del mono-hibrido inverso, y que seran
testeadas, se muestra en la Tabla 5.

Una aproximacién inicial para estimar la validez de estos putativos
blancos seleccionados, es la posible relacién en los procesos de neurogénesis
dependiente de atonall. En cuanto a genes para los que se ha mostrado una
relacién funcional con el desarrollo de las células ciliadas estd Sobp. En
Drosophila, inicialmente se identificé a Sobp en un ensayo de doble hibrido

donde se encontro que interactuaba con el dominio Six de Sine oculis (SO)
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Figura 10. Las secuencias encontradas con el sistema del monohibrido
inverso contienen cajas E. (A) De las 115 secuencias unicas mapeables, un
83.9% contiene al menos una caja E. (B) Representacion grafica de los motivos
con mas alta representacion en las secuencias introducidas al programa MEME.
La altura de las letras es una medida de la probabilidad. En el cuadro rojo se
encuentran indicadas las 2 cajas E que aparecieron en la busqueda. (C) Grafico
que indica la frecuencia de secuencias encontradas con el nimero de cajas E
indicadas en el eje X

en el ojo adulto de la mosca y se ha sugerido que Sobp forma un complejo con
los factores de transcripcion Eyal y SO (Kenyon et al., 2005). En mamiferos y
pez cebra Six1, un homologo en vertebrados de Sine oculis, y Eyal controlan el

desarrollo del oido y la diferenciacion de las células ciliadas en ese 6rgano y en

la linea lateral (Zheng y cols., 2003; Rufy cols., 2004; Koslowski y cols., 2005),
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proceso que depende de atonall y por lo tanto hace de Sobp un candidato
plausible a tener una relacién directa con este gen proneural. Ademas, Jxc1, el
homologo de Sobp en ratén, controla el crecimiento coclear, destino celular, y el

patrén en el 6rgano de Corti (Chen y cols., 2008).

Tabla 5. Algunos de los genes candidatos putativos a ser regulados por
atonall y cuyos secuencias de respuesta se encontraron dentro de 15
kilobases de distancia de la secuencia codificante. Ellos seran probados
en ensayos de reportero en embriones de pez cebra.

Lhx9 (lim homeobox 9)

Ssbp3 (single stranded DNA binding protein 3)

Sobp (sine oculis binding protein)

Dpp4 (dipeptilpeptidase4)

Dynein light chain 4

Rims4 (Regulating synaptic membrane exocytosis 4)
Ntrk2 (Neurotrophic tyrosine kinase receptor type 2)
Bmp1 (Bone morphogenetic protein 1)

Kcng3 (Canal de potasio dependiente de Voltaje)
Hydin

Fzd10 (Frizzled 10)

De la misma manera, otro de los blancos putativos encontrados en
nuestro ensayo es Lhx9, que ha sido propuesto como un efector de atonall en el
desarrollo de la médula espinal (Bermingham y cols., 2001).

Estos dos datos expuestos sugieren que la blisqueda de genes diana a

través del sistema de monohibrido en levaduras arroja informacién con

relevancia biolégica, que valida la metodologia empleada.
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5.1.2 Bisqueda de cajas E conservadas en regiones regulatorias de genes

candidatos a ser blanco de atonall

A pesar de que el rastreo realizado en levaduras es un ensayo que puede
entregar informacién util sobre posibles blancos transcripcionales, en el
experimento descrito anteriormente no aparecieron blancos que habriamos
esperado, lo que puede tener varias razones que serdn analizadas en la
discusién. Dada esta limitacién en la obtencién de secuencias de respuesta a
atonall, en paralelo realizamos una biisqueda de secuencias conservadas en la
vecindad de genes que, de acuerdo a su patrén de expresiéon durante el
desarrollo, o por evidencia sugerida en la literatura, podrian ser blancos de la
familia Atonal, y en esas secuencias de DNA buscamos sitios de unién (cajas E)
conservados para este factor de trascripcién. El Diagrama de flujo para esta
aproximacién se muestra en la Figura 11.

La disponibilidad actual de las secuencias del genoma de muchos
vertebrados, ha permitido realizar andlisis comparativos para precisar la
ubicacién de posibles elementos cis regulatorios ubicados en la vecindad de una
secuencia codificante. El uso de la gendmica comparativa (phylogenetic
footprinting) es una estrategia crecientemente poderosa para la identificacién
de enhancers (Allende y cols., 2006).

Actualmente existe una base de datos de libre acceso donde se retine
informacién experimental y predicciones computacionales sobre putativos
enhancers distribuidos a través de genoma humano, denominada VISTA

Enhancer Browser (http://enhancer.Ibl.gov, Visel y cols., 2007). Este recurso
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Figura 11. El conjunto de datos de VISTA enhancer browser consiste en
informacion de secuencia de enhancers que es de libre acceso. El diagrama
de flujo esquematiza la biisqueda de regiones muy conservadas en la vecindad
de genes candidatos a ser regulados por atonall, seleccionado en base a la
literatura actual. En las regiones ultra conservadas (nomenclatura de Vista;
Penacchio y cols., 2006; Visel y cols., 2007) se buscé la presencia de cajas E
donde pudiera unirse atonall. Una vez que se identificaron, las secuencias
fueron clonadas y analizadas en ensayos de reporteros en embriones de pez
cebra (siguiente seccion).

provee un set de 145.000 elementos conservados entre diversas especies,
obtenidos computacionalmente.

Nosotros usamos esta coleccién para analizar intervalos de regiones
genomicas ubicadas hacia 5, 3’, y en los intrones de genes blanco candidatos a
ser regulados directamente por Atonall, buscando la presencia de cajas E
conservadas. Con esta aproximacion, encontramos varios de estos elementos
conservados en putativas regiones regulatorias de los genes que se muestran en
la Tabla 6.

Existe una amplia gama de técnicas bioquimicas para investigar el

potencial para influenciar la expresién de genes por parte de putativos
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elementos regulatorios, sin embargo estas son generalmente insuficientes para

predecir la especificidad de un elemento regulador particular en un animal,
surgiendo la necesidad de validar y caracterizar a estas secuencias mediante
ensayos in vivo. Esto se analizard en la siguiente. secciébn de esta tesis,
combinando las secuencias obtenidas del ensayo de levaduras y las del analisis

bioinformatico.

Tabla 6. Genes blanco candidatos cuyas putativas secuencias regulatorias
dependientes de atonall fueron obtenidas con Vista Enhancer Browser

Gfi1 (growth factor independent 1)

Brn3c (Brain-specific homeobox/POU domain protein 3¢)
Atonall

Barhl1 (BarH-like 1)

Cutll (Cutlike 1)
Hes5 (Hairy and Enhancer of Split 6)

5.1.3 Evaluacion in vivo de potenciales secuencias de respuesta a atonall.

Juntando la informacién de secuencias obtenida de ambas
aproximaciones, es decir del monohibrido inverso y del analisis bioinformatico,
hemos definido un conjunto de potenciales genes blanco y de elementos
reguladores. Para evaluar la posibilidad de que estas secuencias correspondan a
enhancers que unen al factor atonal, realizamos un ensayo in vivo en embriones
de pez cebra. Para ello clonamos los fragmentos genémicos de pez cebra y ratén
y los insertamos en un vector que posee sitios de clonamiento compatibles con
Gateway'™, corriente arriba de un promotor minimo y GFP, y que esta basado en

secuencias del transposon Tol2 (Kawakami y cols., 2004) como se ve en la figura
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12A. Esta herramienta ha sido usada desde hace algiin tiempo en pez cebra y se
ha validado como una manera confiable y rapida para probar in vivo la actividad
de elementos cis-regulatorios (Allende y cols., 2006; Fisher y cols., 2006}. Con
las diferentes construcciones realizamos microinyecciones de estos pldsmidos
para analizar mediante expresion transiente los dominios de expresién de GFP
que coincidieran con los de atonalla en embriones de pez cebra (Figura 12,).
Mientras el vector carente de secuencias adicionales al promotor basal no
induce expresién alguna del reportero, se encontré que algunos de los
potenciales enhancers dirigen la expresién de GFP en territorios neuronales
especificos. Esto demuestra una respuesta transcripcional dependiente del
fragmento genémico insertado; mas aidn, estas regiones genémicas dirigen la
expresion del reportero en regiones donde se expresa atonalla (Figura 13E-]).
Sin embargo, otro grupo de secuencias son activas en territorios que no
coinciden con el patrén de expresién de atonalla (Figura 13A-D). Los plasmidos
que fueron generados a partir de las secuencias obtenidas del monohibrido
inverso (de pez cebra y ratén) son los que, aunque con un patrén de GFP
especifico y reproducible, no parecen ser atonal-especificos. Sin embargo, los
dominios de expresién del reportero regulado por esas secuencias parecen
coincidir con los de otros genes proneurales. En el caso de una secuencia
mapeada al primer intrén de Lim homeobox 9 (Ihx9) se encontrdé que ésta
promueve la expresion de GFP en el ojo en desarrollo, y aunque en ese dominio
no hay expresioén de atonall, si se encuentra presente atonal5 (Figura 14A-B).

Lo mismo sucede para la secuencia ubicada a 2.5 kilobases corriente arriba de
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Figura 12. Clonamiento de las secuencias genémicas en el vector reportero
basado en el transposén Tol2, y estrategia experimental de analisis. (A)
Las secuencias gendmicas aisladas del monohibrido inverso y el analisis con
Vista Enhancer Browser se amplificaron por reaccion en cadena de polimerasa y
fueron clonadas en un vector de entrada TOPO (Invitrogen) compatible con
Gateway. Los constructos resultantes fueron recombinados con el vector de
destinacion pGW_cfosEGFP mediante una reaccion LR, y de esta forma las
secuencias gendémicas fueron ubicadas corriente arriba en el contexto de un
promotor minimo c-fos que dirige la expresion de EGFP. (B) Luego de la
purificaciéon y cuantificacion, los constructos fueron coinyectados con mRNA
codificante para la enzima transposasa que cataliza la insercion de las secuencia
Tol2 en el genoma, en huevos fecundados de pez cebra. Posterior a esto se
analiz6 los patrones de expresion obtenidos a distintos estadios del desarrollo.

dynein light chain 4, 1a cual dirige un patrén de GFP muy limpio y especifico en el
ganglio de la linea lateral posterior, los axones de éste y las proyecciones de
ellos hacia los neuromastos (Figura 13A-D). En este caso el patrén de GFP

tampoco corresponde a dominios de atonalla, pero es interesante hacer notar

que este reportero podria estar siendo activado, al igual que en el caso anterior,
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Figura 13. Patrén de GFP dirigido por 2 enhancers: uno dirige GFP en
dominios de expresion de afonalla y otro en un territorio proneural
distinto (A, B, C, D) Analisis de la expresion transiente de GFP bajo el control de
una putativa secuencia regulatoria del gen dynein light chain 4 obtenida del
monohibrido inverso, usando larvas silvestres (A) y el fondo transgénico
atohla:dTom (B, C, D). La expresidn transiente (verde) es evidente en el ganglio
de la linea lateral posterior (Flecha en A) y en los axones que surgen de éste. Se
observa ademads la expresion de GFP en la innervacién de las células atonall
positivas (visualizadas en rojo en C y D). En (D) Se observa que el patrén de
ambos transgenes es complementario en un neuromasto. (E) Alineamiento de
secuencia de las 26 pares altamente conservadas entre diferentes organismos
(rectangulo rojo) y que posee un sitio de unién para atonall (caja rosada
encerrada en azul) 1.5 kilobases corriente abajo del mismo gen. Estas 26 pares
de bases fueron clonadas en un tindem de 6 repeticiones para ser ensayadas en
un ensayo de reportero. (F, G) Analisis comparativo a bajo aumento del patrén
de expresion de atonalla y un constructo que lleva 6 repeticiones de 26 pares
de bases ubicadas 1,5 kb rio abajo del mismo gen (p26pb:GFP), que recapitula el
patron de expresién de este gen proneural en el cerebro posterior, en la linea
lateral y el el oido (sdlo se muestra cerebelo en esta imagen) . (F) Hibridacién in
situ de atonalla en el cerebelo en desarrollo a las 24 hpf para comparacion. (G)
Patrén transiente de GFP dirigido por p26pb:GFP a las 48 hpf . (H, [, ], K)
Imégenes representativas que muestran la colocalizacion de GFP transiente con
el patron de atohla:dTom, al hacer la inyeccién sobre ese fondo transgénico. Las
flechas blancas indican células donde hay colocalizaciéon (H) Larva de 55 hpf
donde el cuadro rojo destaca la zona del cerebelo que se muestraen I, ] y K. (I}
Expresion de GFP dirigida por p26pb:GFP. (]} atohla:dTom. (K} Superposicion
de las imagenes G y H evidenciando la colocalizacién de las marcas.

por otros genes proneurales: la funcién de neuroD o neurogeninal podrian estar
mediando la expresién de GFP pues el desarrollo del nervio de la linea lateral
esta bajo el control de estos genes (Andermann y cols., 2002). Esto es avalado
ademas por la existencia de la linea transgénica neuroD:eGFP en la cual la
expresion de GFP en el nervio de la linea lateral es practicamente indistinguible
de la del enhancer analizado en nuestro caso (Obholzer y cols., 2008).

Estos resultados sugieren que el ensayo de levaduras estarfa
identificando, en este caso, secuencias de unién para varios miembros de la

familia de proteinas proneurales y no sélo especificas para atonalla, lo que
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sugiere una flexibilidad en la capacidad de unién al DNA por parte de estas
proteinas, al menos en el contexto de Saccharomyces. Esta observacién es
apoyada por evidencia reciente en la literatura en la que se muestra que al
intercambiar los locus de genes proneurales de la misma familia y que
participan en el desarrollo de la retina en ratdn, el ojo en desarrollo no presenta
mayores alteraciones y la diferenciacién sigue un curso normal, indicando que
bajo determinadas condiciones un gen proneural puede activar los genes blanco
de otro usando los mismo sitios de unién a DNA (Mao y cols., 2008).

Respecto a las secuencias encontradas por andlisis bioinformaético,
identificamos una regién completamente conservada desde mamiferos a peces a
1.5 kilobases corriente abajo de atonalla, que sugeria una funcién importante
para tener tal grado de identidad entre especies. Esta es una regiéon muy
pequefia de sélo 26 pares de bases (Figura 13E). Ese fragmento de DNA fue
clonado en 6 repeticiones en el vector reportero y ensayado in vivo en
embriones de pez cebra. Esta construccion es capaz de recapitular el patrén de
expresién completo de atonalla en este organismo (Figura 13F-K). Si bien es
cierto es una condicién artificial, el ensayo atribuye un rol esencial a esta
secuencia en la autorregulacion de este gen proneural durante el desarrollo, lo
que ha sido mostrado para atonall en ratén y para atonal5 en medaka (Helms y
cols,, 2000; Skowronska-Krawczyk y cols, 2004; Del Bene y cols,, 2007).
Interesantemente, el constructo ensayado no dirige la expresién en otros
dominios de genes proneurales, como el de atonal5 en la retina, lo que sugiere
que esta secuencia es especifica y ademas revela experimentalmente un sitio de

unién para atonalla en pez cebra, y demuestra €l alto grado de conservacién de
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secuencia con otros vertebrados (Bertrand y cols., 2002). Aunque la idea de que
atonall pueda autorregularse no es sorprendente, ya que su contraparte en
Drosophila y atonal5 en medaka han demostrado tener esa capacidad (Sun y
cols., 1998; Del Bene y cols., 2007), no deja de ser sorprendente la robusta
importancia y especificidad de esa caja E presente en esas 26 pares de bases.

Cuando ensayamos otro putativo enhancer de atonall, pero ubicado 5
kilobases rio abajo del la secuencia codificante, encontramos que éste dirige la
expresion en el epitelio olfatorio del pez cebra (14C-C’). Esto es concordante
con la expresién de GFP en el transgénico de atonall en ratén, donde hay marca
en el epitelio olfatorio; esto agrega un componente interesante a la regulacién
de atonall, puesto que con las 6 repeticiones en tindem no fuimos capaces de
ver expresion de GFP en la regi6n olfatoria. Por lo tanto esta modularidad de
enhancers reflejaria una divergencia a nivel de regiones regulatorias para
controlar el desarrollo de componentes de los sistemas sensoriales, una de las
funciones que se ha atribuido a atonall en ratén (Birmingham y cols., 2001), y
probablemente el enhancer de 26 pares de bases ejemplifique una regulacién
necesaria para establecer caracteristicas de estos sistemas de manera exclusiva
en vertebradosny dependiente del tipo celular, ya que en Drosophila no es
posible encontrar homologfa con esa secuencia.

Finalmente una region de DNA ubicada 1.5 kilobases corriente arriba del
inicio de la transcripcién de gfi1 no fue capaz de recapitular un patrén de GFP
en dominios donde ésta podria responder al control de atonall, en particular las
células ciliadas (Figura 14D} (Jafar-Nejad y Bellen, 2004). Esto se deberia a que

no fuimos capaces de aislar la regién responsable de esta respuesta, puesto que
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Ventral

Figura 14. Patrones de GFP en territorios proneurales y no proneurales.
(A) Una parte del intréon 1 de [hx9 dirige la expresion de GFP en la retina en
desarrollo, similar al patréon de expresiéon de atonal5. (B) Foto de la linea
transgénica de pez cebra ath5:GFP, tomada de Yamaguchi y cols., 2005, para
mostrar la similitud con el patrén de expresion dependiente del primer intrén
de [hx9. (C-C"). Patrén de expresion de un enhancer putativo ubicado 5 kilobases
corriente abajo de atonall. La expresion de GFP se restringe al epitelio olfatorio.
(D) Expresion de GFP muy especifica dependiente de una region regulatoria
ubicada 1.5 kilobases corriente arriba del inicio de la transcripcion de Gfil. A
pesar de la especificidad del dominio de expresién, desconocemos que tipo de
estructura esta marcada con GFP. (E) Expresiéon de GFP dependiente de una
region ubicada 0.6 kilobases corriente arriba del inicio de la transcripcion de
cutll. La expresion en este caso se restringe a dominios ubicados en el cerebelo
y tubo neural.

tenemos evidencia, nuestra y de la literatura, de expresiéon y un rol funcional

para este gen en células ciliadas que indica que gfil actua rio abajo de atonal,
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aunque una regulacién directa no ha sido demostrada. Esto sera analizado en la
seccidn siguiente de esta tesis.

Otra secuencia encontrada mediante el uso de Vista Enhancer Browser
fue cutll, un factor de transcripcién que inhibe la transcripcién de p27kip, y se
expresa en el epitelio auditivo en regeneracién en aves (Hawkins y cols., 2007).
En Drosophila, cut es regulado por atonal durante la especificacién de los
precursores de 6rganos sensoriales (Jarman y Ahmed 1998). En nuestro ensayo
de reportero encontramos que una regién ubicada 0.6 kilobases rio arriba del
inicio de la transcripcién de cutll, es capaz de dirigir la expresién de GFP en
células del cerebelo y el tubo neural que son regiones donde atonall se expresa
(14D). Esto sugiere que cutll puede estar bajo el control de atonall, pero la
regulacion durante el desarrollo de las células ciliadas podria estar dada por
otra regi6n regulatoria, lo que es probable debido a la modularidad de los
enhancers.

Con todas las otras regiones aisladas del monohibrido y de la blsqueda
bioinformatica no fuimos capaces de obtener un patrén consistente de

expresion de GFP en los embriones.
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5.2 Relacién regulatoria entre atonalla y gfil en el desarrollo de las

células ciliadas

Como se expuso antes, las células ciliadas del oido y la linea lateral son
similares en términos genéticos, estructurales y funcion;Ies (Ghysen y Dambly-
Chaudiére, 2007). En el oido se ha visto que una vez que las células estan
" comprometidas hacia el destino ciliado, comienzan a expresa un grupo de
factores de transcripcién que son necesarios para la diferenciacién final
(Revisado en Kelley, 2006). Uno de estos genes codifica para un factor de
transcripcién con dedos de zinc, llamado gfi1 (growth factor independent 1),
cuya delecién lleva a una pérdida de las células ciliadas en un periodo post natal
y consecuentemente sordera. (Hertzano y cols, 2004).

Nos interesamos en identificar una posible relacién regulatoria entre
atonall y gfil, puesto que el ortélogo de este gen, senseless en Drosophila esté
rio abajo en la cascada génica dependiente de atonal en ese organismo: senseless
es activado por atonal para suprimir a rough, que es un inhibidor del destino a
fotorreceptor en el ojo de la mosca (Frankfort y cols., 2001)

En pez cebra se ha mostrado la expresion de gfil.1 y gfilb, paralogos de
gfil, en las células ciliadas de los neuromastos, lo que sugiere una jerarquia
conservada (Dufourcq y cols, 2004; www.zfin.org). Sin embargo ningiin ensayo
funcional ha sido llevado a cabo en este organismo.

Primero, para determinar la funcién de gfi1 durante el desarrollo de este

sistema sensorial en el pez cebra nosotros usamos un morfolino antisentido

para inhibir la traduccién del mRNA de gfilb. Nuestros resultados muestran




que al hacer la inyeccién en embriones de la linea tg(brn3c:mGFP)s35¢t las células
ciliadas en estas estructuras se desorganizan, presentan formas aberrantes y se
fragmentan perdiendo su estructuracién tipica en forma de roseta (Figura 15);
aunque no hemos hecho un andlisis de muerte celular, la morfologia y
fragmentacién de las células ciliadas en este contexto sugiere que estin

muriendo.

sibling

Figura 15. La inyeccion de un morfolino contra gfilb desorganiza y
fragmenta las células ciliadas de los neuromastos. A la izquierda se observa
un neuromasto control L2 de la linea tg(brn3c:mGFP)356t de 4dpf con una
morfologia caracteristica de roseta. A la derecha un neuromasto morfante L2
evidencia un fenotipo aberrante, con desorganizacién y fragmentacioén de las
células ciliadas.

Recientemente mediante enhancer trap se gener6 una linea de pez cebra
con una inserciéon de GFP cerca del locus genémico de gfil.1, el cual es
importante para la diferenciacion del linaje hematopoiético y recapitula
completamente el patrén de expresion de este gen durante el desarrollo
temprano (Wei y cols.,, 2008). Dada la alta conservacion existente entre los
genes gfi durante la evolucién (Jafar-Nejad y Bellen, 2004), nosotros nos

preguntamos si era posible que también recapitulara el patrén en las células

ciliadas de la linea lateral. Al hacer un analisis a los 3dpf se puede observar que

76




todos los neuromastos presentan expresion de GFP (Figura 16A) y la expresién
se restringe al centro de ellos (inset en figura 16A). Al hacer un andlisis en
Jarvas de 3dpf de la linea tg(gfi1.1:GFP) mediante inmunofluorescencia contra
tubulina acetilada, que es un marcador confiable de células ciliadas
diferenciadas en la linea lateral (Sarrazin y cols, 2006), se encontré que todas
las células GFP positivas eran también tubulina acetilada positivas (Figura 16B).
Esto nos permite concluir el transgén se expresa especificamente en células
ciliadas diferenciadas, lo que es concordante con un posible rol en la
mantencion de este tipo celular, luego de atonalla.

Existe una linea transgénica en pez cebra generada mediante
recombinacion con BACs y que tiene el gen reportero dimer tomato insertado en
el locus genémico de atonalla, lo que permite una recapitulacién completa del
patron de expresién de este gen proneural (Kani y cols.,, 2010). En la linea
lateral es el primer marcador de células que ya estin comprometidas a un
destino ciliado (Figura 16C-E). Es posible ver que la expresién en neuromastos
que recién son depositados se restringe a 2 células centrales enfrentadas entre
si, concordante con lo descrito para la aparicién de las células ciliadas (Lopez-
Schiery cols., 2006)

Al hacer un cruce entre esta linea y el transgénico gfi1.1:GFP, se observo
que existe una segregacion temporal en la expresion de ambas proteinas
fluorescentes. Existen algunas células en el neuromasto que coexpresan la
proteina roja y la verde, mientras que otras poseen la una o la otra (Figura 16F-
H). Este es un fenémeno muy interesante que sugiere un estado. transitorio de

expresion de atonalla, para especificar las células hacia un destino, pero luego
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Figural6. Expresion y relacion de las linea tg(gfi1.1:GFP) y
tg(atohla:dTOM) en la linea lateral. (A) Larva de la linea tg(gfi1.1:GFP) de
78hpf donde se aprecia la expresion de GFP en los neuromastos de la linea
lateral. El inset es la magnificacion del segundo neuromasto de la linea lateral
posterior donde se aprecian células individuales. (B) Neuromasto de una larva
tg(gfil.1:GFP) de 3 dias de desarrollo con una inmunotincién contra tubulina
acetilada (rojo), donde se aprecia que todas las células GFP positivas son
ciliadas diferenciadas. (C, D, E) Expresion del dimer tomato de la linea
tg(atohla:dTOM) en el fondo tg(cldnB:lynGFP). Las células rojas que estan
comprometidas hacia un destino ciliado aparecen enfrentadas en el ultimo
proneuromasto del primordio, pero se ven mas claramente en un
proneuromasto recién depositado (flechas blancas). (F, G, H) La expresion de los
transgenes en tg(atohla:dTOM) y tg(gfil.1:GFP) es secuencial, donde algunas
células son sélo rojas (flecha roja) y otras sélo verdes (flecha verde).
Neuromasto de 2.5dpf.Esto sugiere que atonalla podria especificar las células,
pero luego la mantencién dependeria de otro set de genes,como gfil.1

el proceso de mantencion o establecimiento del destino seria relevado a otro
grupo de genes, entre ellos gfil.1, similar a lo que se ha mostrado en la relacién

atonal/senseless en Drosophila, donde senseless consolida el destino celular
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especificado por atonal (revisado en Jafar-Najad y Bellen, 2004). Esto sugiere
que en la linea lateral los transgenes de atonallay gfil.1 se expresan de manera
secuencial y siguen una tendencia esperada en base a los datos de Drosophila.

Si bien es cierto que la region de DNA identifcada por alineamiento de
secuencias cerca de gfil, y que putativamente podria responder a atonall no

dirige la expresion en territorios relevantes para esta tesis, no podemos

Control Mo gfil.1

Sum
m——cy

c tg(brn3c:mGFP) 4dpf Mo gfi1.1 ~ Control
14 = Mo gfil.1

Hair cell number

OFRr NWBAUO N

Figura 17. La inyeccion de un morfolino contra gfi1.1 desorganiza y reduce
el nimero de células ciliadas en los neuromastos. (A) Neuromasto L2 de la
linea tg(brn3c:mGFP)s356t a 4dpf donde se observa la morfologia caracteristica
de roseta. (B) Neuromasto morfante L2 que evidencia un fenotipo de
desorganizacién y reduccion en el nimero de células ciliadas. (C) Cuantificacién
de las células ciliadas en todos los neuromastos de la linea lateral, donde se
observa que en los morfantes hay una marcada reduccién en el nimero de ellas
(n=17; p<0.05)
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descartar que si exista una regulacién directa de atonalla sobre gfi1.1 via otro
enhancer (Figura 14D).

Finalmente, al inyectar un morfolino contra gfi1.1 para inhibir su funcién
en el fondo tg(brn3c:mGFP)s356t, que marca con GFP las membranas de las
células ciliadas de la linea lateral y las células retinoganglionares, encontramos
que el nimero de neuromastos es igual a los embriones control, pero las células
ciliadas en estas estructuras se desorganizan, presentan formas aberrantes muy
similar a lo que vimos en los morfantes de gfi1b, y se observan en un niimero
reducido recién al cuarto dia de desarrollo (Figura 17).

Dado que la linea tg(brn3c:mGFP)356t identifica células ciliadas
diferenciadas (Xiao y cols,, 2005), hemos concluido que estos genes no son
requeridos para el compromiso a la diferenciacién, y por lo tanto se sugiere una
funcién de ellos en la mantencidn del estado diferenciado en este tipo celular, o

para la sobrevivencia de ellas.
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5.3 Rastreo e identificacibn de nuevas mutaciones que afecten el

desarrollo de Ia linea lateral en el pez cebra

Los rastreos de mutaciones han demostrado ser las aproximaciones més
exitosas para identificar genes requeridos para diversos procesos del desarrollo
(Revisado en Moens y cols, 2008). Este tipo de aproximacién no requiere
conocimiento previo a cerca de los genes involucrados en dichos procesos y por
lo tanto pueden revelar nuevas vias genéticas responsables de fenémenos
bioldgicos particulares.

Como se discuti6 en la introduccién, una de las ventajas més importantes
del pez cebra como organismo modelo vertebrado es la factibilidad de llevar a
cabo mutagénesis y rastreos de mutantes. En esta tesis hemos aprovechado esta
caracteristica para aislar mutaciones que afecten procesos del desarrollo de la
linea lateral e identificar los actores moleculares responsables de dichos
fenotipos, para establecer una relacién con la morfogénesis de este sistema.

.
5.3.1.-1dentificacién de mutantes que revelan fenotipos en la linea lateral:

Rastreo de genética directa

El esquema basico de rastreo en 3 generaciones se muestra en la Figura
18A. Machos adultos mutagenizados de la cepa silvestre AB fueron cruzados con
hembras silvestres para generar una progenie F1 heterocigota para un genoma
mutagenizado. Individuos de esta generacién fueron a su vez cruzados con

animales silvestres de la cepa ekk que es polimérfica con respecto a AB y es 1til
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Figura 18. Esquema de mutagénesis y estrategia de rastreo. (A)
Etilnitrosourea (ENU) fue usado para generar mutaciones puntuales en células
germinales premeiéticas de machos adultos de la cepa AB. Estos animales son
cruzados para producir una progenie heterocigota F1. Peces F1 son luego
cruzados con animales silvestres (ekk) para crear familias F2, la mitad de las
cuales son genotipicamente heterocigotas para una mutacién especifica.
Finalmente animales de las familias F2 son cruzados y la progenie resultante F3
consiste en 25% de silvestres, 50% de heterocigotos, y 25% de homocigotos
para una mutacién recesiva (circulos rojos). (B) El rastreo de mutantes fue
llevado a cabo a los 3dpf mediante uso de una mezcla de tinciones vitales. Dioc6
marca el neuromasto completo (en verde) y DiAsp tifie las células ciliadas (en
rojo).

para clonamiento posicional debido a que es rica en polimorfismos, para
producir una progenie F2. Finalmente individuos pertenecientes a las familias
F2 generadas fueron apareados aleatoriamente entre si para producir una

generacion F3, dentro de la cual se rastrearon las mutaciones. Si ambos padres
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son heterocigotos para una mutacién recesiva dada, un 25% de los embriones
deben ser homocigotos y evidenciaran un fenotipo.

Se rastre6 una total de mas de 400 familias F2 con al menos 8 cruces
exitosos por familia. Brevemente, larvas de 3dpf fueron incubadas en una
mezcla de las tinciones vitales Diasp y DioCs que marcan células ciliadas y
células accesorias, respectivamente (Collazo y cols., 1994, Koning y cols., 1993;
Figura 18B). Estas tinciones, al tener diferentes espectros de emision,
permitieron discriminar entre mutantes que carecian de neuromastos de
aquellos que, teniendo neuromastos, presentan defectos en las células ciliadas.
Con esta aproximacién experimental se aislé 6 mutaciones distintas entre si.

Los resultados del rastreo se resumen en la Figura 19, donde se clasifican

las 6 mutaciones de acuerdo al fenotipo observado.

5.3.2 Identificacion de la naturaleza molecular de las mutaciones aisladas

y caracterizacion fenotipica.

Una caracteristica particular de las mutaciones inducidas por ENU es que
son de naturaleza aleatoria, y consisten en cambios puntuales de bases en el
DNA (Talbot y Schier, 1999) Por lo tanto existe la misma probabilidad de que la
mutacién responsable de un fenotipo se encuentre en cualquiera de los 25
grupos de ligamiento del pez cebra. Debido a ello, la manera de identificar la
lesién gendmica en estos casos es mediante un método conocido como

clonamiento posicional (Talbot y Schier, 1999). Como el nombre de esta técnica

lo sugiere, se basa en identificar la mutacién posicionandola en una regién
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Figura 19. Imagenes bajo fluorescencia usando tinciones vitales que
muestran los fenotipos de linea lateral en mutantes. (A) Vista lateral de una
larva silvestre de 3dpf tefiida con DioC6, para comparacion con los especimenes
experimentales. (B-D) Los 6 fenotipos mutantes encontrados en el rastreo. Los
mutantes fueron agrupados en tres categorias: menos neuromastos (B),
defectos durante la migracién del primordio de la linea lateral (C), y defectos en
las células ciliadas (D). En (B) y (C) las larvas fueron tefiidas con DioC6, y en (D)
con DioC6 y DiAsp. En este ultimo caso es importante notar que las larvas
poseen todos los neuromastos de la linea lateral posterior, pero tiene defectos
en las células ciliadas. Las flechas rojas indican la posicién de los neuromastos
de la linea lateral posterior.

critica dentro de un cromosoma. Esto se lleva a cabo mediante el
establecimiento de relaciones recombinantes de marcadores moleculares
durante la meiosis, donde ocurre intercambio de segmentos cromosémicos
entre cromosomas homologos. Luego, esto es utilizado para calcular frecuencias

de recombinacién y por lo tanto una distancia genética comprendida entre 2 loci

medida en Centimorgans (cM). El razonamiento que subyace a esto es que a
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medida que 2 loci se encuentran mas cercanos entre si, tienen una mayor
probabilidad mantenerse juntos en un proceso de intercambio de regiones
cromosomales (es decir, segregar juntos), y viceversa. De esta forma, el objetivo
altimo del clonamiento posicional es encontrar marcadores moleculares que se
encuentren cada vez mas cerca de la lesién gendémica para reducir al maximo los
eventos de recombinacion entre ellos y la mutacién.

Para llevar a cabo esta aproximacién es necesario ademds contar con un
panel de marcadores polimérficos y la introduccién de una copia del genoma de
una linea enriquecida en polimorfismos en el esquema de rastreo (en este caso
ekk). En esta tesis, los marcadores polimérficos usados fueron del tipo SSLP
(simple sequence length polymorphisms), que amplifican microsatélites
compuestos de repeticiones de dupletes de bases CA (u otras) en el genoma.

Brevemente, el paso inicial para el mapeo de las mutaciones encontradas
fue hacer un anélisis de segregantes agrupados, cominmente usado en pez
cebra. Para ello se extrajo DNA genémico de homocigotos mutantes y sus
hermanos para determinar si existian marcadores cercanos a la mutacién. Una
vez que se encuentran marcadores ligados a ésta y se identifica el grupo de
ligamiento, se buscan nuevos marcadores y se analiza la tasa de recombinacién
como se esquematiza en la figura 20. A mayor cercania entre el marcador y la
mutacién, menor es la probabilidad de recombinacién.

De aqui en adelante s6lo me referiré a las lineas mutantes para las que se
ha realizado alglin avance en el mapeo e identificacién del gen responsable del

fenotipo.
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Figura 20. Analisis de recombinacion por SSLP. (A) Los SSLP estan basados
en diferentes numeros de dupletes de bases CA, lo que es analizable por
electroforesis. La légica de esto se basa en que cuando un marcador se
encuentra ligado a una mutaciéon (banda roja), tienden a una segregacion
conjunta durante la recombinacién en la meiosis, y por lo tanto los mutantes
son identificables por la presencia de dicho amplificado al tener 2 copias del
marcador. (B) El nimero de embriones en lo que ocurre un evento de
recombinacion se hace cada vez mas pequefio a medida que su posicién se
acerca a la mutacion. Los recombinantes estan marcados por un asterisco.

5.3.2.1. C27-B: Un gen requerido para la mecanostransducciéon en las

células ciliadas de la linea lateral

Varios genes involucrados en el desarrollo de las células ciliadas han sido
identificados durante los ultimos afos. Por lo mismo, el conocimiento en esta
area se ha incrementado rapidamente gracias a la disponibilidad de mutantes

de células mecanosensoriales (Froehlicher y cols, 2009).
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Durante nuestro rastreo identificamos una mutacién (C27-B) que genera
un defecto especifico en las células ciliadas de la linea lateral sin afectar el
desarrollo de los neuromastos a los 3dpf. Mediante tinciones vitales se encontré
que estos mutantes no incorporan Diasp (Figura 21 A, B, D, E}. Esta mutacién es
recesiva, puesto que un 25% de las larvas provenientes de un cruce de
heterocigotos presentan este defecto. Sin embargo, la morfologia gruesa de
estos animales no esta afectada. Esta falla en la incorporacién de Diasp iba
acompafiada de defectos en el reflejo de escape de las larvas, similar a lo que
sucede a mutantes con defectos periféricos en el sistema auditivo/vestibular
(Nicholson, et al., 1998, Granato et al., 1996), lo que sugeria 2 posibilidades: las
células ciliadas no estaban o eran incapaces de incorporar la tincién.

A través de observacién por microscopia electrénica de barrido al cuarto
dia de desarrollo, se determiné que en los mutantes los neuromastos de la linea
lateral tenian células ciliadas en un niimero y morfologia similares a la de los
controles del mismo estadio (Figura 21 C, F), y por lo tanto el defecto observado
era una deficiencia en la incorporacién de la tincién vital de células ciliadas mas

que un defecto en el desarrollo de estas células mecanosensoriales.

5.3.2.1.1 Mapeo C27-B

Mediante clonamiento posicional se encontré que la mutacién C27-B, se

ubicaba en el locus flanqueado por los marcadores polimérficos z26404 y

217223 (222194 se encuentra en la misma posicién) en el grupo de ligamiento
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Figura 21. Caracterizacion de la mutaciéon C27-B y mapeo del locus. En
condiciones control, bajo iluminacién fluorescente , se observa la marca en
verde del neuromasto L1 teflido con DioCé6 (A) y en rojo las células ciliadas con
Diasp(B). (C) En una microfotografia electrénica de barrido, se observa el centro
del neuromasto L1 con un grupos de cilios surgiendo desde el centro. En
condiciones mutantes la marca de DioC6 es normal en el neuromasto L1 (D),
pero la de Diasp esta completamente ausente (E). Un analisis de micro
microscopia electronica revela que los cilios del neuromasto son normales en
mutantes(F). (G) Mediante andlisis de segregantes se ubicé la mutacioén entre
los marcadores polimérficos 226404 y z17223 (o z22194) en el grupo de
ligamiento 13, y se encontré que el tinico gen ubicado en esa zona es cadherin23.

13 en el genoma del pez cebra (Figura 21G). Dentro de esa region el tinico gen
anotado es cadherin23, un componente esencial del aparato mecanotransductor
de las células ciliadas (Sollner et al, 2004). Sin embargo para este gen mutado
otros autores han descrito a lo menos 6 alelos, siendo el primero de ellos
denominado sputnik (Sollner et al., 2004).

El desplazamiento de las uniones entre los cilios de las células

mecanosensoriales permiten la apertura de canales cuyo funcionamiento es
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esencial para la mecanotransducciéon (Howard and Husdpeth, 1988). En los
diferentes alelos de cadherinZ3 reportados (incluyendo el nuestro) los
individuos evidencian una mecanotransduccién reducida o completamente
ausente (Nicholson y cols, 1998; este estudio). En nuestro alelo, la
incorporacion de DiAsp es completamente nula, lo que sugiere una perdida de
funcién total del gen. Mutaciones en este gen causan sordera y defectos
vestibulares en ratones y humanos (Bolz et al, 2001; Di Palma et al,, 2001;
Wilson et al,, 2001).

Esta mutacién fue el primer indicio de que nuestro método de rastreo y
clonamiento posicional estaba siendo exitoso, lo que auguraba un buen

desempefio con las mutaciones que se describen mas adelante en esta tesis.

5.3.2.2. C27-H: un gen requerido para la sobrevivencia de las células

ciliadas de la linea lateral.

La segunda mutacién (denominada tentativamente C27-H hasta ahora)
que afecta las células ciliadas no produce cambios en el patrén normal de
neuromastos, pero evidencia un defecto robusto en la mantencién
postembrionaria de este tipo celular.

La morfologia gruesa de los animales mutantes C27-H es similar a la de
larvas silvestres (Figura 22A-B.). Sin embargo el defecto mas prominente es la
vejiga natatoria no inflada, aunque hemos observado que este defecto esta
presente en varias de las mutaciones analizadas durante el rastreo. Ademas, las

larvas mutantes tienes ojos notoriamente méis pequefios y un leve defecto de
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Figura 22. Fenotipo de la mutacion C27-H. (A, B) Comparacion de larvas de 3
dpf evidenciando diferencias en el tamafio de los ojos y forma de la cabeza entre
siblings (A) y mutantes (B). (C, D, E, F) Microscopia electrénica de barrido en
larvas de 4 dpf. Vista dorsal de la cabeza de una larva sibling (C) y una mutante
(D). Se observan diferencias en el patrén de neuromastos de la LL anterior
(probablemente un defecto secundario debido al defecto en el tectum) y un
tamafo reducido de los ojos en los mutantes. Las flechas rojas indican la
posicion de los neuromastos, y las verdes muestran los orificios nasales. (E, F)
Magnificacion de un neuromasto representativo de la LL posterior que deja en
evidencia el robusto fenotipo en las células ciliadas en los mutantes (F).

malformacion mandibular (Figura 22A, B). Entre el cuarto y quinto dia los ojos
caen en un proceso degenerativo hasta que las larvas mueren al quinto.
Sabemos que un fendmeno apoptdtico comienza en los ojos mutantes a los 2

dias y medio de desarrollo, lo que podria explicar el fenotipo de la reducciéon del
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tamafio de estas estructuras en los mutantes.

3
Cada neuromasto en los lados de una larva silvestre puede ser

1

inequivocamente identificado como uno de los 7 a 8 presentes (Raible and

Kruse, 2000). Al hacer un anélisis durante el desarrollo de la linea lateral, hemos
|

visto que el primordio se desarrolla normalmente y migra en los peces

mutantes. Sin embargo, al tercer dia de desarrollo, las céluias ciliadas de los

'

1
neuromastos son débilmente marcadas, salvo por los dos primeros de la linea
{

'

lateal posterior y uno de la anterior (Figura 19D, paneles derthos).
Para examinar detalladamente la estructura de los nel:lromastos, fijamos

larvas de 4dpf para microscopia electronica de barrido. En especimenes
i

silvestres, la estructura en forma de volcan de los neuromastos se observa de
manera clara, con miultiples cilios surgiendo desde el centro, grovenientes de las

células ciliadas (Figura 22C, E). En los mutantes la forma de los neuromastos se
!

J
preserva, pero los cilios estan ausentes. Sin embargo, con esta técnica no
+

1

pudimos discriminar si era un problema de ciliogénesis y/o degeneracion de
]
i

éstos, o un problema de degeneracién de las células ciliadas (Figura 22D, F).

Al hacer analisis por TUNEL hemos visto que lds células ciliadas

degeneran entre el tercer y cuarto dia, evidenciado un robusto aumento en los
nicleos apoptéticos comenzando al tercer dia en el centro die los neuromastos
(células ciliadas) y extendiéndose a las células accesorias al cuarto dia (donde se
ubican los progenitores de la células ciliadas) (Figura 23). Al hacer un andlisis

de la mutacién sobre el fondo Tg(brn3c:mGFP)s35¢t, que dirige la expresién de

GFP de membrana en esas células, ademas de otros componentes sensoriales

(Xiao y cols., 2005), observamos que las células ciliadas son correctamente
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Figura 23. Las células ciliadas de la linea lateral degeneran en los
mutantes C27-H. (A-D’) Mediante el uso de un triple tinciéon para visualizar
nucleos (DAPI), células ciliadas (Tubulina acetilada) y muerte celular (TUNEL)
se encontré que a los 3dpf se comienzan a observar nucleos positivos para
TUNEL en el centro de los neuromastos en los mutantes C27-H (D’). (E-H’) A los
4dpf la muerte celular es vista en un creciente nimero de células ciliadas y
también se extiende a las células de soporte/manto en los neuromastos
mutantes (H').

especificadas, pero degeneran entre el tercer y cuarto dia, disminuyendo su

numero (Figura 24 A, B).

5.3.2.2.1. Mapeo C27-H

Hasta el momento sabemos que esta mutaciéon esta en el grupo de

ligamiento 25 del pez cebra entre 2 marcadores del tipo SSLP ubicados en 3,56
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Figura 24. Cuantificacion de la degeneracion de las células ciliadas de la
linea lateral y mapeo inicial del gen C27H. En el grafico de la parte superior
de (A) y (B) se observa que la mayoria de las células ciliadas degeneraron entre
el tercer y cuarto dia de desarrollo, lo que fue cuantificado usando la linea
transgénica brn3c:mGFP (n=15 en cada caso; p<0.05) En la parte media e
inferior de (A) y (B) se muestras fotos representativas del neuromasto L2 en
controles y mutantes, respectivamente, a 3dpf y 4dpf. (C) El mapeo de la
mutacion indica que ésta se encuentra entre 2 marcadores en el grupo de
ligamiento 25 ubicados a 3,56 y 4,86 megabases. En esta region existen 25
genes anotados.

y 4,86 megabases (Figura 24C). En este intervalo critico no existe ningin gen

previamente involucrado en el desarrollo de las células ciliadas, y por lo tanto
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I
i
t
)
nuestros resultados sugieren que es una nueva mutacién degenerativa en el pez

cebra. Sin embargo, la identificacién del gen mutado escapa al marco temporal

!
de esta tesis. Lo que si se puede decir es que debido a que en la mutacién C27-H

las células ciliadas son especificadas normalmente, pero luego degeneran, el

1
producto génico responsable de este fenotipo estarfa actuando durante un

proceso posterior a la diferenciacion de las células cilia(:ias mediada por

atonalla, es decir, en la mantencién de este tipo celular. Si existe alguna relacién

1

directa entre atonalla y el producto génico C27-H, debera ser resuelto en el

futuro. '

En la literatura, recientemente se ha reportade un mutante de pez cebra
i

{
para la subunidad p50 de la dinactina (denominando ale oko, ubicado en el
grupo de ligamiento 6) que presenta un fenotipo de degeneracién de

fotorreceptores y de las células ciliadas, similar a lo que sucede en la mutacién
I

C27-H, haciendo un interesante link entre el sistema visual y el sistema de Ia
i

t

linea lateral (Jing y Malicki, 2009). Es posible explicar el requerimiento de este
|

motor molecular en los tipos celulares afectados porque ambos presentan una

4

‘ . A ! oo qs
morfologia elongada y altamente polarizada y, similar a ;los epitelios, sus

centrosomas son posicionados en la superficie mas apical, lejos de las regiones

perinucleares biosintéticamente activas (Dowling, 1987). |Por Io tanto se
i

|
. . . s | .
necesita el movimiento de cargos a través de un robusto mecanismo de

1
|

transporte citoplasmatico dirigido y dependiente de microttbulos. La similitud
i

en el fenotipo degenerativo en la mutacion C27-H, lleva a pen?sar que es posible

que el fenotipo este ligado a un defecto atingente a la citogstructura de esas

células y por lo tanto seria posible acotar la biisqueda de genes candidatos en la




[

region critica donde se encuentra la mutacion a genes que estén ligados al

funcionamiento del citoesqueleto y por lo tanto dirigir la secuenciacién a

candidatos mas probables.
I

Un analisis preliminar de la arquitectura de las proyecciones

retinotectales en los mutantes C27-H, usando el fondo ; tg(brn3c:mGFP),
j

muestra que a 4dpf éstas se encuentran completamente truncas en
¢

comparacion con larvas control (Figura 25). ;

b

5.3.2.3. A35-F: un gen requerido para proliferacién y responsable de la

homeostasis del tejido durante el desarrollo de Ia linea lateral.

t
1t
!
S

En animales silvestres, las tinciones que fueron usadas en el rastreo de
{

mutantes marcan 7-8 neuromastos en el tronco y cola de 1%1 larva a los 3dpf
(Figura 19A). Las larvas mutantes A35-F poseen los primeros 54-5 (4.6+0.9) pero

carecen de los mas caudales (Figura 19C, panel inferior). Los animales A35-F

|
son viables y no se observan otros fenotipos evidentes durante los estadios

embrionarios y larvales (Figura 26 A-D). Sin embargo, al me# de desarrollo los

peces mutantes carecen de aletas pectorales y todas lasf} demds aletas se
j

observan reducidas, lo que persiste hasta la adultez (Fura 26 TE-L). Dado que los

animales mutantes se ven normales a los 6 dias de desarrollo:[ sospechamos que

la mutacion afecta ya sea la capacidad para crecer de las aletais 0 para mantener

la homeostasis del tejido. !

i
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Sibling 4dpf C27H Adpf

Figura 25. Analisis de las proyecciones de los axones retinales muestra
que los mutantes C27-H tienen truncadas las inervaciones al tectum. (A)
En peces larvas silvestres de 4dpf la linea transgénica brn3c:mGFP revela la
arquitectura de las proyecciones retinotectales (flechas rojas). (B) En los
mutantes esas proyecciones estan completamente ausentes en el tectum. Los
nucleos estan contratefiidos en azul.

5.3.2.3.1 Mapeo A35-F

A través de clonamiento posicional se encontré que la mutacion A35-F estaba
ubicada en el locus flanqueado por los marcadores z9704 y z11464 en el grupo
de ligamiento 1 del genoma del pez cebra (Figura 28A). En este intervalo, se
pudo identificar 3 genes que se expresan en la linea lateral posterior en
desarrollo: lefl, meis4.1 y msx3b (Gallardo y cols.,, 2010; http://zfin.org). Al
secuenciar los 3 mRNAs, s6lo encontramos que en el caso de lefl el cDNA
mutante diferia del cDNA sibling careciendo del segundo exén completo. Esta
delecion genera un cambio en el marco de lectura que lleva a la aparicién de una
secuencia de 19 aminoacidos aberrantes seguidos por un codén de término

(Figura 28C). Como resultado, este transcrito mutante produce una proteina
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Figura 26. El desarrollo de las aletas es afectado en los adultos, pero no en
los embriones en los mutantes lef1/sinft767, (A-D) Larvas de 6 dpf control
(A,B) y mutantes lefl/sinfi767 mostrando ninguna diferencia en las aletas
pectorales (A,B) o caudales (B, D). Las flechas negras muestran una longitud
similar en las aletas pectorales en controles y mutantes. Las flechas amarillas
indican los ultimos 3 neuromastos en el embriones control. Los animales
mutantes fueron discriminados mediante el uso de Diasp/DioC6 para teiiir los
neuromastos. (E-L) Animales de 30 dpf silvestres (E-H) y mutantes lef1/sinfi767
(I-L) que muestran diferencias en el desarrollo de las aletas pectorales (E,I),
caudales (F,]), dorsal (G,K) y anal (H,L). Las flechas negras muestran el punto de
crecimiento de las aletas pectorales. Las lineas blancas entrecortadas muestran

el limite entre el cuerpo y las aletas.

trunca que contiene s6lo los primeros 71 aminoacidos de un total de 365 de la
proteina silvestre, en los que se encuentra el dominio de unién a 3-catenina. RT-
PCR usando partidores ubicados en el primer y tercer exén confirmé la
completa penetrancia del defecto en el transcrito mutante (Figura 27D). Para

identificar la lesion gen6mica responsable, se secuencio los limites de exones e
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Figura 27. Caracterizacion de la los mutantes sinfin(sinf)"76” de pez cebra.
(A-C) Vista lateral de larvas de 3dpf silvestre (A), lef1/sinfi76” (B), y morfantes
para lef1 (C), tefiidos con las tinciones vitales Diasp/DioCé6. Las flechas indican
las posiciones de los neuromastos de la linea lateral posterior. (D) RT-PCR
realizado con DNA complementario de mutantes y embriones hermanos usando
partidores que hibridan en los exones 1 y 3. El carril mutante muestra una
banda de 121 nucleétidos que carece de los 67 del exon2. El marcador de DNA
muestra bandas de 400, 300, 200 y 10 pares de bases. (E-F) Expresion de lef1 en
embriones silvestres (E) y morfantes para lefI (F) de 33 hpf. (G-]) Expresion de
GFP a 36hpf en la linea Tg(Xtcf-siam:GFP)ia4 en condiciones control (G),
morfante para lefI (H), incubado con BIO (I), y morfante para lefl incubado con
BIO ().

intrones y se encontré que en el limite intrén- exén 2 hay un cambio puntual de
base (T a G) que elimina el sitio dador de splicing 5’ en el segundo ex6n (Figura
28B). Probablemente esto fuerza a la maquinaria de splicing a saltarse el
segundo exon. La expresion de lef1 en el borde lider del primordio en migracion
(Aman y Piotrowski, 2008; esta tesis) en los morfantes para lefl es
indistinguible de los animales silvestres (Figura 27 E,F) sugiriendo que no hay
nonsense mediated decay del transcrito mutante.

La pérdida de funcién de lefI realizada con un morfolino oligonucleé6tido

antisentido dirigido contra el inicio de la traduccién del mRNA de lef1 fenocopia

la mutacion A35 en sobre el 90% de los individuos (n>100; Figura 27 A, B, C).
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Figura 28. Mapeo y caracterizacion molecular de la mutacion en lef1. (A)
mediante analisis de segregantes usando marcadores polimérficos de longitud
de secuencia simple se identificé un intervalo critico en el grupo de ligamiento 1
entre los marcadores 211464 y z9704. (B) La mutacién en lef1/sinf76” es una
transicién “t” a “g”(indicada en rojo) en el sitio dador de splicing del segundo
intrén. Ademas se muestra la representacion del evento de splicing especulado
que lleva al mRNA de lefl mutante. La caja roja representa una secuencia de
sentido errado seguida por un codén de término prematuro (*). (C)
Alineamiento de las secuencias de proteina Lef1 silvestre y mutante. La caja azul
muestra los aminoacidos idénticos codificados por el primer exén. Las letras
rojas en la secuencia mutante indican la secuencia de sentido errado después
del cambio en el marco de lectura. Los codones de término son mostrados por
asteriscos.

Por lo tanto, aunque los mutantes expresan un fragmento de proteina Lefl, su
fenotipo es indistinguible del fenotipo de perdida de funcién, y de esta manera
la mutacién A35-F probablemente representa una pérdida de funcién. Ademas,
indica que no hay contribucién materna de lefI, y que la funcion de este gen no
es requerida en otros eventos del desarrollo embrionario. Dado que los
fenotipos de morfantes y mutantes son indistinguibles, el morfolino es una
herramienta confiable para inhibir la funcion de lefl en diferentes fondos
mutantes o transgénicos.

Lef1 funciona como un efector transcripcional de la via Wnt/B-catenina

(Moon y cols., 2004) lo que nos llevé a preguntarnos si los niveles de activacion
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Figura 29. Incubacion de embriones Tg(cldnB:lynGFP)%1% en BIO
fenocopia el fenotipo observado en el primordio de la linea lateral
posterior en los mutantes apc. Notese que en los tratados con BIO (B) el
primordio es hipertroéfico y se detiene justo al comenzar la extension del vitelo
(asterisco blanco), mientras que el primordio control en 2% DMSO ya ha
depositado el tercer neuromasto y esta migrando al final de la prolongacion del
vitelo (asterisco blanco). Insets de (A) y (B) estan en (A") y (B').

2% DMSO

BIO

de la via Wnt podrian estar afectados en el primordio de la linea lateral en los
mutantes. Se encontré que lefl es requerido para la activacion del transgén
tg(7xtcf:eGFP)ia* reportero de la via Wnt/B-catenina en el primordio (Moro y
Argenton, datos no publicados), pero no en otros tejidos que responden a Wnt.
Ademas, la sobreactivacion del transgén reportero mediante el uso del agonista
de Wnt BIO desde las 24 a las 36hpf (Polychronopoulos y cols., 2004), genera un
fenotipo en la linea lateral comparable al de los mutantes apc (Figura 29), y es
suprimido al hacer una pérdida de funcién de lef1 (Figura 27 G-]). Por lo tanto
es probable que toda la activacion del transgénico reportero dirigida por
Wnt/B-catenina en el primordio dependa de la funcién de lefI y de esta manera

lef1 tiene un rol fundamental en mediar la via Wnt/B-catenina en este tejido.
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Estos resultados muestran que el fenotipo de la miutacién A35-F es

debido a una pérdida de funcién de lefI y que este factor de tr:anscripcic')n es un
1

efector critico de la via Wnt canénica durante el desarrollo de Ia linea lateral

posterior. .

5.3.2.3.2. Caracterizacion fenotipica detallada de la mutacion en lef1
1

i
¢

i
5.3.2.3.2.1. Patterning del primordio, capacidad migratoria, morfogénesis

1
de los neuromastos, y diferenciacion no son afectados en los mutantes de

lef1. |
I
i

Para investigar la naturaleza del defecto en la linea lateral posterior en
los mutantes lefI, estudiamos la posicién de los neuromastos respecto al

. : !
numero de somitos en peces silvestres, mutantes para lef! y,morfantes para el

I

mismo. (Figura 30A-C). Los primeros 3 neuromastos (L1-L3] siempre estan

presentes en la condicion de perdida de funcién para lefl, pero L4 y L5 estan
|

presentes s6lo en 92% y 76% de los casos, respectivamerlfte n=15), y estos
{

|
z . . [i .
neuromastos mas caudales son depositados a intervalos de espacio
}

. . =z . . .
progresivamente mas cortos en comparacién a los animales silvestres {Figura

i
30 A-C) La progresiva cercania de los neuromastos en los mutantes de lefl

sugiere que habria un incremento en la tasa de depdsito o que el primordio

podria disminuir su velocidad durante la migracién. Para resolver esto, se midi6
\

la distancia recorrida por el primordio a diferentes tiempos en relacién a la

t

vesicula 6tica. La posicién del primordio no muestra difere:ncias significativas
.‘
|
|
1
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Figura 30. El patterning de los neuromastos, pero no la capacidad
migratoria del primordio y la expresion polarizada de receptores de
quimioquina estin afectados en la perdida de funcion de lefl. (A-C)
Histogramas mostrando la posicién/nimero de neuromastos en controles (A)
mutantes lefI(B) y morfantes para lefl (C), a los 3dpf. Las flechas marcan la
posicion promedio de los neuromastos y los colores denotan las diferentes
poblaciones secuencialmente depositadas. (D-E) Grafico de la distancia en
micrometros en mutantes lef1(D) y morfantes (E) entre el limite caudal del la
vesicula otica y el borde lider del primordio de la linea lateral posterior a 27, 30,
33 y 36 hpf (n=7 mutantes/morfantes y n=15 embriones silvestres en ambos
casos). La unica diferencia significativa es observada a 36 hpf (p<0.01). (F-G)
Células GFP positivas de la linea Tg(cldnb:lynGFP)#1% se extienden mas alla del
ultimo neuromasto depositado en los mutantes lefI a las 55hpf (cabeza de
flecha). Las flechas indican los neuromastos L4 y L5. Los nucleos fueron
contratefiidos con yoduro de propidio. La barra de escala representa 20 um. (H-
0) La expresion de cxcr4db (H-K) y cxcr7b (L-O) en embriones silvestres
(H,LL,M) y mutantes lefI(J,K,N,0) a 33 y 36hpf. En los mutantes no hay un
cambio evidente en el patrén.
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entre silvestres y mutantes o morfantes a las 27, 30, y 33 hpf, y sélo a las 36hpf
se ve una modesta, pero significativa diferencia en la posicién relativa (Figura
30D, E). Este punto corresponde al tiempo en el cual el ﬁltim!o neuromasto esta
siendo depositado en los mutantes o morfantes. De esto se: desprende que el
primordio mutante es capaz de migrar a una velocidad normal y no muestra
'
tendencia a desacelerar hasta el depésito del neuromasto final. Como no vimos
cambios en la velocidad del primordio, el progresivo acclercamiento de los
neuromastos finales sugiere que la tasa de depésito de los prbneuromastos esta
acelerada en los mutantes lefI (Figura 30F-G). ‘

En la literatura se ha reportado que la via Wnt/B-ca:tenina restringe la
expresion de los receptores de quimioquinas cxcr4b y cxcr7b a las regiones lider
y posterior del primordio, respectivamente, y este sistema colntrola la migraciéon
dirigida de esta estructura (Aman y Piotrowski, 2008). Sin embargo la expresién
espacialmente restringida de cxcr4b y cxcr7b es normal en los mutantes lefl
(Figura 30H-0), lo que es consistente con el hecho de que fno se observa una

{
reduccién en la capacidad migratoria del primordio en los mutantes.

N
\

Aman y Piotrowski (2008) sugieren que la via Wnt/ Q-catenina regula la
formacién de proneuromastos a través de una modulacién Ede la sefial FGF, la
cual es requerida para la organizacién de las rosetas y para I;"a diferenciacion de
los tipos celulares en los neuromastos (Lecaudey y cols., 2i008; Nechiporuk y
Raible, 2008). Sin embargo la expresién de fgf3, peafn’: y sefl, que son
componentes de la via FGF y que se expresan en la linea la}teral en desarrollo

muestran un patrén normal en los mutantes lefI (Figura 31G-R). Esto sugiere

i
que lefI no es responsable por la induccién, mantencién o supresién de la sefial

!
!
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Figura 31. Organizacion del primordio, morfologia de los neuromastos y la
diferenciacion de éstos no estan afectados en la condicion de perdida de
funcion de lefi. (A-B) Primordio silvestre y mutante en el fondo
Tg(cldnb:lynGFP)#1% a 38hpf. GFP de membrana revela la polarizacion de las
células y su organizaciéon en rosetas (flechas). (C-D) El dltimo neuromasto
depositado en un embrién mutante lef1/sinfi767 (D) y uno silvestre (C),
inmunomarcado para tubulina acetilada, evidencia una normalidad en las
células ciliadas (verde). Los nucleos fueron contratefiidos con DAPI. La barra de
escala representa 20 wm. (E-F) Tincién vital con DiAsp en larvas silvestres (E) y
mutantes lef1/sinfi767, a los 3dpf. Inset en (F) muestra que no hay mas
neuromastos que aquellos tefiidos con Diasp en los mutantes. (G-R) Expresion
de fgf3 (G-J), peal (K-N) y sefl (O-R) en embriones silvestres (G,H,KL,0,P) y
mutantes lef1/sinfi767 (1,],M,N,Q,R).

FGF. En apoyo de esta idea, la polaridad apical/basal y la morfologia de las
rosetas parece no estar afectada en los mutantes (Figura 31A, B); mas aun, la
expresion de atonalla, un gen transcrito en las células destinadas a ser células

ciliadas (Itoh y Chitnis, 2001), es también normal en los mutantes visualizado

104




Control / P4 Mo lef1 / P4 48hpf

H atoh1:dTOM H cldnB:lynGFP J
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Figura 32. La pérdida de funcion de lef1 no afecta la neurogénesis mediada
por atonalla. Se inyecto un morfolino contra lefl en embriones provenientes
de un cruce de tg(atohla:dTOM) y tg(cldnB:lynGFP). A pesar de que el fenotipo
del morfante es evidente en (B,D,F) no hay diferencia en la expresiéon de dTOM
en comparaciéon al control (A,CE). El Neuromasto visualizado en control y
morfante es el cuarto de la linea lateral posterior, a las 48 hpf.
con el uso de la linea tg(atohla:dTOM) (Figura 32). De la misma forma,
inmunohistoquimica para detectar tubulina acetilada y tincién vital con Diasp
muestran que las células ciliadas de la linea lateral se diferencian normalmente
y son funcionales (Figura 31C-F). Esto sugiere que la via Wnt mediada por lef1
no altera la neurogénesis mediada por atohla.

En resumen, los datos muestran que la via Wnt mediada por lefI no tiene
ninguna injerencia sobre la migracion del primordio, formacién y/o morfologia
de los neuromastos, o diferenciacion de las células ciliadas. Por lo tanto, la falla

en el deposito de los neuromastos mas caudales en los mutantes de lefI se debe

a otro tipo de deficiencia en el primordio de la linea lateral.

105




T

5.3.2.3.2.2. El primordio de los mutantes lefl colapsa debido a una
!

proliferacién disminuida y un agotamiento de las células de la zona lider
i

§
i

Para investigar el origen del comportamiento defectuoso del primordio
de la linea lateral posterior, se analizé los mutantes y morfantes en el fondo

genético tg(cldnb:lynGFP)#1% que marca con GFP las membranas de todas las

t

células del primordio y neuromastos asi como también de las células
interneuromasticas (Haas y Gilmour, 2006). En los mutantes, la migracién del

primordio no es evidentemente afectada hasta después de /las 36hpf cuando
i
colapsa y deposita uno o dos neuromastos en una rapida sucesién (Figura 30F,G

t

y Figura 23). Luego de ello, un pequefio mimero de célul?as que no fueron

incorporadas en los proneuromastos continilan migrando caudalmente para

+

formar una delgada linea de células que cubre entre 100 y 200um (Figura 21F,G

- . b,
y Figura 33). Por lo tanto, la carencia de los neuromastos mas caudales no es
f

debido a un defecto en la migracion sino que a que el primordio agota sus
células luego del prematuro depdsito del neuromasto terminal.
La tasa de proliferacién en la zona lider del primordio de la LLP duplica

i
la de la region trasera de esta estructura (Laguerre y cols.,| 2005, Laguerre y

cols., 2009), y, como lef1 se expresa en la regién lider, se decidié explorar si la
via Wnt/B-catenina mediada por este efector transcripcional regula
proliferacion celular. Los mutantes lefI evidencian una reduccién en el niimero

de células proliferativas marcadas con BrdU en el primordio & todos los tiempos

testeados (Figura 34 A-I). Al analizar los porcentajes de niicleos BrdU positivos
}
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Figura 33 Anadlisis de la migracion del primordio en embriones de la linea
Tg(cldnB:lynGFP) por microscopia confocal de tiempo interrumpido. Los
cuadros fueron tomado de peliculas de embriones silvestres (panel de arriba),
Mutantes lef1sinfi767 (panel del medio) y morfantes para lefl (panel de abajo).
Los cuadros fueron tomado a intervalos de 2 horas.

en relaciéon a los nucleos totales del primordio, los mutantes mostraron un
promedio de 57.4%+9.2 respecto al promedio de nucleos BrdU positivos en los

animales silvestres. Cuando se toma en cuenta solo la zona lider del primordio

(donde se expresa lef1), los mutantes tienen solo un 40.5%#4.1 de los ntcleos
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BrdU positivos de los silvestres, mientras que no hay diferencias significativas

en la tasa proliferativa enla regién trasera del primordio. Estos resultados

[ 1 deposited neuromast ]LZ deposited neuromasts || 3 deposlted neuromasul 4 deposited neur

24 hpf

wt

tg(cldb::lynGFP)IBrdU

lef1-- |

Iﬂ

BrdU positive/total nuclei

©coo0990000
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ﬂ?l!

wi

Bel| Lerimo ||

Figura 34. El primordio de la linea lateral posterior en los mutantes
lef1/sinfu767 colapsa debido a una disminucion en la tasa proliferativa y un
agotamiento de las células del borde lider. (A-H) Analisis de proliferacion en
embriones Tg(cldnB:lynGFP)#1% silvestres (A-D) y mutantes lef1/sinf\767 (E-H).
Después del pulso de BrdU, los embriones fueron fijados después del depdsito
de los neuromastos L1 (AE), L2 (B,F), L3(C,G), y L4 (D,H). (I) Grafico de barra
para la razén de nucleos BrdU positivos/Nucleos totales del primordio en
embriones silvestres (barras blancas) y mutantes lefl/sinft’67 (barras rojas),
después del depdsito de 1 a 4 neuromastos. Las células totales fueron contadas
después de contrateiiir los nucleos con DAPI (*p<0,05; **p<0,01). (J-K).
Embrién silvestre Tg(cldnB:lynGFP)#1% tratado con afidicolina/hidroxiurea
muestra 3-4 neuromastos ampliamente espaciados y una fila de células que se
extiende caudalmente (inset K). (L-O) Células del borde lider con
fotoconversion de Kaede a las 24hpf en embriones silvestres (L) morfantes para
lefl1 (N), y analizadas a las 35hpf (M,0). (P-Q) Eliminaciéon de las células del
borde lider a las 24hpf lleva a un fenotipo similar al de los mutantes lef1/sinfi767
con 20%, 33% y 46,6% de las larvas mostrando 3, 5, y 7 neuromastos,
respectivamente ,a las 52 hpf (n=15). (Q) Inset de (P) con la flecha roja
mostrando las células que quedan y se mueven posteriormente.
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sugieren que el fenotipo de los mutantes lefl, es una consecuencia de una
proliferacién disminuida en la region lider del primordio en migracién, con la
consecuente falla en la renovacion de las células en esa zona y el eventual
colapso del primordio. Para testear esta hipétesis de una manera alternativa, se
trat6é embriones tg(cldnb:lynGFP) silvestres desde las 24 a 48hpf con una mezcla
de afidicolina e hidroxiurea, que son inhibidores del ciclo celular, bloqueando la
fase S (Bonner et al., 2008). En embriones tratados, el primordio migra, deposita
unos pocos neuromastos, no alcanza la punta de la cola y muestra unas pocas
células migrando caudalmente més alla del ultimo neuromasto (Figura 34J-K).
Aunque esas caracteristicas evidencian una fenocopia la mutacién en lefl, los
pocos neuromastos depositados en los embriones tratados con las drogas estin
mas espaciados que en los animales silvestres y mds distanciados que en los

mutantes lef1 (ver discusion).

5.3.2.3.2.3. Un progresivo agotamiento de las células que expresan lefI en

el borde lider del primordio lleva a un colapso del primordio de Ia LLP.

La region lider del primordio es una fuente de progenitores que
contribuye con células a la regién trasera (Nechiporuk y Raible, 2008),
ayudando a mantener un estado de equilibrio en el primordio para compensar
aquellas células que se pierden cada vez que un proneuromasto es depositado.
Como en los mutantes lefI la proliferacion en la regién lider esta disminuida,
esto podria afectar la capacidad de las células para moverse desde esa zona a la

region trasera del primordio. Para probar si lefI influencia ese movimiento, se

109




realizé una fotoconversién de células que expresan Kaede en la porcion maés
distal de la regién lider en embriones silvestres de 24hpf y en morfantes para
lef1. Once horas después, se observé que células marcadas contribuyeron a
proneuromastos en 9 de 10 morfantes para lefl, al igual que en los embriones
silvestres (Figura 34 L-0). Por lo tanto en una condicién de pérdida de funcién
para lefl, las células de la zona lider mantienen su capacidad de moverse hacia
la region trasera del primordio, lo que, en conjunto con la proliferacién
reducida, genera un agotamiento de las células en la regién anterior.

Para testear la idea de que el agotamiento de las células de la region lider
subyace a los defectos en el primordio de los mutantes, se elimino con un laser
las células putativas que expresan lefl en el primordio de embriones
tg(cldnb:lynGFP) silvestres a las 24hpf y se siguié el comportamiento de esta
estructura. Los primordios ablacionados depositan un promedio de 5.2+1.8
neuromastos antes de colapsar, tal como sucede en los mutantes lefl. Los
neuromastos terminales de los primordios ablacionados muestran una
tendencia a estar cada vez mas cerca entre si y se observan unas pocas células
extendiéndose caudalmente, de nuevo, como los mutantes lefl (Figura 34 P, Q).

En conjunto, estos datos sugieren que lefI regula la proliferacion en la
regi6n lider del primordio, y que la continua produccién de células en este nicho
es requerida para la homeostasis y organizacién del primordio durante su

migracién y morfogénesis.

3.2.3.2.4. El colapso del primordio en los mutantes de lef es analogo al

proceso por el cual el primordio silvestre termina su migracion.
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El primordio de la LLP termina su migracién en la punta de la cola
(Kimmel y cols., 1995) donde deposita 2-3 neuromastos terminales muy cerca
entre si (Figura 35A, B). Mediante microscopia confocal usando la linea
tg(cldnb:lynGFP)#1%6, hemos podido observar que a medida que el primordio
alcanza la punta de la cola, el primordio se fragmenta y simultdneamente forma
los neuromastos terminales con unas pocas células dispersandose
posteriormente (Figura 35C). El comportamiento del primordio silvestre en la
punta de la cola, recapitula lo que sucede en el primordio mas hacia anterior en
los mutante de lefl. De esta manera, el primordio de los mutantes podria estar
cayendo prematuramente en un evento morfogenético que normalmente ocurre
al final de su migracién. Si esto es cierto, entonces el depésito de los
neuromastos terminales en los embriones silvestres deberia ir acompafiado por
una disminucién en la expresién de lefI y una proliferacién reducida. En apoyo
de esta idea, esta descrito que el primordio gradualmente disminuye su tamafio
a medida que se mueve caudalmente (Kimmel y cols., 1995). Nosotros hemos
encontrado que esto esta asociado con una reduccién en la razén de células
BrdU positivas en la region lider. Finalmente, la transcripcién de lefl en esta
zona disminuye progresivamente hasta niveles casi indetectables a medida que
el primordio se acerca a la cola (Figura 35D-H). Estos resultados muestran que a
medida que el primordio silvestre alcanza la punta de la cola, la expresién de
lef1 y por lo tanto la sefial Wnt dependiente de lefI se reduce, la proliferacién

disminuye y el primordio se fragmenta en 2 o 3 neuromastos terminales.
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Figura 35. Formacion de los neuromastos terminales en el primordio de la
linea lateral posterior en larvas silvestres, y patron temporal de expresion
de lefl. (A) Vista lateral de una larva de 72 hpf. (B) Inset de los ultimos 3
neuromastos del panel (A). (C) Cuadros de una pelicula que comienza en la
formacion de los Ultimos 2 neuromastos de la linea lateral posterior. (D-H)
Expresion de lefl a 27, 30, 33, 36,y 39 hpf.

5.3.2.3.2.5. La pérdida de funcion de lef1 rescata parcialmente los defectos

del primordio en los mutantes apct450a

Del analisis de los mutantes apc y de experimentos de sobreexpresion de
componentes de la via Wnt, se ha propuesto que la sefial Wnt/f3-catenina afecta
diversos aspectos del desarrollo de la linea lateral posterior, incluyendo la
polarizacién y la capacidad migratoria (Aman y Piotrowski, 2008). Estos datos
contrastan con nuestra observacion del rol especifico que tiene lef1 en sostener
el pool de células progenitoras que alimentan el primordio a medida que éste
migra, y en la morfogénesis de esta estructura. Es posible que la via Wnt afecte
diferentes procesos en el primordio de la linea lateral a través de distintos
factores Lef/Tcf, y que la sobreactivacion de la via lleve a observar fenotipos no
relacionados al normal requerimiento de la via Wnt/B-catenina, y/o que genes

como apc puedan tener efectos sobre vias distintas a Wnt/f-catenina (Kroboth
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Figura 36. Lef1 es epistasico a Apc en el control el comportamiento de las
células de la zona lider del primordio. (A-B) Histograma mostrando el
numero/posicion de los neuromastos en embriones mutantes apcea®%e (A) y
apceasta/morfantes para lef1 (B). Las flechas indican la posicién promedio de los
neuromastos y los colores denotan las diferentes poblaciones de neuromastos
secuencialmente depositados. (C-D) Embriones Tg(cldnB:lynGFP)#1% qpcca>0a
(C), y apceasta/morfantes para lefl (D) que muestra una fila de células migrando
caudalmente después que el primordio se ha detenido (flechas).

y cols, 2007). Para comenzar a explorar esas posibilidades, se investigé si lef1
podria estar mediando los diversos defectos del primordio de la linea lateral
posterior observados en los mutantes apc.

La pérdida de funciéon de apc lleva a una sobreactivacion de la via Wnt a
través de un incremento en la actividad nuclear de -catenina funcionando en
conjunto con factores de transcripcion del tipo lef/Tcf (Paridaeny cols., 2009).

Adicionalmente, la pérdida de apc lleva a una sobreactivacion
transcripcional de lefl (Aman y Piotrowski, 2008), que refuerza la funcion de la
via en todo el primordio. Los mutantes apc muestran defectos en la polarizacién

del primordio y un arresto de la migracién, potencialmente debida a la

expresion anormal de cxcr4b y cxcr7b (Aman y Piotrowski, 2008).
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La perdida de funcién de lefI no rescata totalmente el defecto de
migracién en el primordio de los mutantes apc. Sin embargo, la capacidad
migratoria del primordio mejora y hay un espaciamiento ligeramente mayor en
los neuromastos mas rostrales (Figura 364, B). Ademas, se observé la aparicién
de una fila de células del primordio extendidas caudalmente en los mutantes
apc inyectados con el morfolino contra lef1, similar a lo que ocurre en la pérdida
de funcién de lefl en un fondo silvestre (Figura 36C, D). Sin embargo, el
patterning defectuoso del primordio de la linéa lateral posterior en los mutantes
apc no se restaura con la eliminacién de lefl y concomitantemente no hay una
restauracion de la expresion polarizada de genes de la via FGF. De esta manera,
la exacerbacién de la via Wnt/f-catenina mediada por lef sélo contribuye en
menor medida al rango de defectos del primordio de la linea lateral posterior

observado en los mutantes apc.
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V1. DISCUSION

Los eventos que se llevan a cabo durante la morfogénesis son cruciales
para el desarrollo embrionario. Con ellos las células deben ordenarse en
geometrias tridimensionales y disposiciones precisas para una correcta
diferenciacién y funcién. Aunque esto es un proceso fascinante, al mismo
tiempo es complejo y no completamente entendido, y por lo mismo es necesario
conocer las bases genéticas de comportamientos celulares bdsicos como
migracidn, proliferacion y diferenciacion para tener una visién mecanistica del
proceso (Holley, 2007)

En esta tesis se apunt6 a la identificacién de genes necesarios en los
procesos que dan cuenta del desarrollo de la linea lateral del pez cebra. Este
sistema es excepcionalmente accesible a la manipulacién experimental, lo que
junto a las cualidades genéticas y técnicas moleculares poderosas de este
organismo, lo convierten en un modelo muy atractivo para tener pistas sobre el
control genético de los eventos que dan cuenta de la morfogénesis en
vertebrados (Dambly-Chaudiere y cols., 2003).

Es posible predecir que mediante una combinacién de datos sobre
expresién de genes, la relacion entre ellos, y su funcién seria posible construir
modelos que permitan explicar el desarrollo de este sistema en el pez cebra. Al
respecto, en un trabajo reciente de nuestro laboratorio se desarrollé una
aproximacién robusta para analizar globalmente los perfiles de expresion tejido
especifica en la linea lateral y se identific un repertorio de genes expresados en

el primordio en migracién y neuromastos diferenciados (Gallardo y cols., 2010).
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El paso siguiente que deberia llevarse a cabo es un anélisis de relaciones entre
algunos de estos genes. Ello se puede lograr tomando puntos de regulacién
conocidos donde confluyen varios procesos, como por ejemplo la diferenciacién
de las células ciliadas. Finalmente es necesario hacer una evaluacién funcional
de genes en esté sistema, para los cual existen metodologias como el uso de
morfolinos o mutantes. Este tipo de aproximaciones multifactoriales
permitirfan describir los fenémenos que conducen la morfogénesis en la linea
lateral y como ellos se interconectan para llevar esta tarea a cabo.

Otro estudio reciente enfatiza la importancia de entender Ia
interconexion de diferentes sistemas de sefializacién dentro la linea lateral en
desarrollo, estableciendo un rol fundamental para atonalla en la morfogénesis
del primordio (Matsuda y Chitnis, 2010). Este trabajo ilustra como cambios en
las redes regulatorias dependientes de este gen proneural impactan en la auto
organizacién de neuromastos, agregando informacién relevante a cerca de este
nodo de regulacién del destino y comportamiento celular, Para analizar una
relacion entre atonalla y sus poco conocidos genes regulados, en la primera
parte de esta tesis se realizé una biisqueda de secuencias de respuesta a este

gen.

6.1 Genes blanco de atonalla: monohibrido inverso.

Atonalla es un factor de transcripcién del tipo hélice-vuelta-hélice bdsico

(bHLH; basic Helix-Loop-Helix), los cuales son reguladores positivos criticos de

la diferenciacién neuronal en una gran variedad de especies y son requeridos
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para una diferenciacion apropiada de varios subtipos de neuronas (Bertrand y
cols., 2002). Aunque los factores bHLH poseen algunas funciones tnicas
durante el desarrollo neural, ellos comparten la capacidad de regular la
diferenciacién neuronal probablemente regulando grupos de genes que se
sobrelapan (Logan y cols., 2005 .

Mediante el ensayo de monohibrido inverso, nosotros fuimos capaces de
aislar varias secuencias putativas de respuesta a atonalla, las cuales fueron
mapeadas en la vecindad de secuencias codificantes. Las proteinas de la familia
Atonal se unen a secuencias regulatorias denominadas cajas E, que son
compuestas de 6 nucleétidos cuya estructura basica es CANNTG, donde los 2
centrales son variantes y especificas para cada proteina. Nuestros resultados
indican que entre las 115 secuencias tinicas mapeables obtenidas en el ensayo,
existe un enriquecimiento en la presencia de cajas E, variando desde 1 caja,
hasta 16 de ellas (FIGURA 10C). Esto sugiere que existe un reconocimiento de
las secuencias de unién por parte de atonalla en un contexto de expresion
heterdlogo, y por lo tanto podrian ser sitios de unién reales para esta proteina.
La regién comprendida fueron 15 kilobases corriente arriba y corriente abajo
del inicio y termino de la transcripcién, respectivamente. Esta zona fue escogida
porque trabajos previos a través de un anélisis de blisqueda gendémica de cajas E
en respuesta a genes proneurales en el desarrollo cerebelar, han mostrado que
existe un agrupamiento de estas cajas en una vecindad de 10 kilobases
corriente arriba y corriente abajo de genes putativamente regulados

(Krizhanovski y cols., 2006).
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De entre los genes cercanos a las secuencias aisladas con el monohibrido
inverso, se seleccion6 aquellos en lo que podria haber alguna relacién directa
con neurogénesis o fisiologia neuronal, en base a datos presentes en la
literatura. Asi, con esta metodologia en levaduras se pudo aislar putativas
secuencias de respuesta para atonala (Tabla5), en genes cuya funcién es
conocida en el desarrollo del oido en vertebrados como sine oculis binding
protein (Sobp), single strand DNA binding protein 3 (Ssbp3), y Bone
morphogenetic protein 1 (Bmpl). Ademas otro grupo de genes podrian ser
efectores de atonall en el cerebro posterior, como Lim homeobox 9 (lhx9) y
Neurotrophic tyorsine kinase receptor type 2 (Ntrk2), pues se ha sugerido
regulacidn por parte de atonall sobre ellos, pero una relacién directa no ha sido
demostrada (Saba y cols.,, 2005). Finalmente un tercer grupo de genes que de
acuerdo a su patrén de expresién o funcién durante el desarrollo neural,
podrian ser regulados por atonall; este es el caso de frizzled10, que se expresa
en los dominios de atonalla en el sistema nervioso central (www.zfin.org); un
canal de potasio dependiente de voltaje (Kcng3); un regulador de la exocitosis
de membrana sinaptica (Rims4); y dynein Light Chain 4 (DIc4). Este ultimo gen
es particularmente interesante puesto que existen mutantes de pez cebra con
mutaciones en este tipo de motores moleculares que revelan fenotipos en las
células ciliadas del oido y la linea lateral, asi como también en el ojo en
desarrollo, un punto importante que sera discutido mas adelante (Jing y Malicki,
2009).

Hasta este punto no es posible saber si esas putativas regiones tienen un

relevancia bioldgica, aunque la participacién de los genes ubicados en las
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vecindades de esas regiones y la presencia de cajas E en ellas, sugieren una
posible funcién para ellas. Por ello al clonar esas secuencias en un vector
reportero pudimos evaluar su capacidad enhancer.

Encontramos que algunas de las putativas regiones regulatorias
obtenidas del ensayo de levaduras, son capaces de dirigir la expresién del
reportero en dominios especificos, sin embargo no encontramos que
correspondieran a los dominios conocidos de expresion de atonall. Eso si, son
capaces de dirigir la expresion en dominios neurales. Es claro que el ensayo con
las levaduras es un experimento fuera de un contexto biolégico normal, y esto
podria liberar a atonall de restricciones contexto dependiente, haciendo que la
unién a las regiones que contienen cajas E sea mis permisiva. Ademas hubo
otras regiones que no dirigierc;n la expresion del reportero en territorios
especificos y por lo tanto no se mostraron es esta tesis.

Existe un grado de especificidad en la interaccién proneural-DNA que
viene dado por la presencia de cofactores tejido especificos, ya que los motivos
reconocidos por los proneruales son secuencias pequefias que puedes estar
miles de veces repetidas en el genoma. Esta falta de sensibilidad generaria que
atonall en la levadura se uniera a un niimero mayor de sitios a los que
normalmente debe, y por lo tanto el universo de putativas secuencias reguladas
se amplia diluyendo los verdaderos blancos. La expresién de GFP dirigida en el
nervio de la linea lateral por la regién regulatoria de Dynein Light chain 4, o en el
ojo por la regién intrénica de /hx9, sugiere que estas regiones son relevantes en

un contexto biolégico donde existe la expresion de otros genes proneurales

como Neurogenina o NeuroD en el primer caso, y atonal5 en el segundo. La
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presencia de un enriquecimiento de cajas E en las secuencias obtenida, sugiere
que se obtuvo algunas regiones regulatorias reales, pero que podrian estar
siendo seleccionadas en un contexto del pez cebra para responder a la unién de
otros genes proneurales. Dado el pequefio tamafio de las cajas E, esto permite
predecir que la especificidad en la regulacion de la expresién de blancos de
genes proneurales, en un contexto normal depende de mas factores que la sola
union a estas secuencias, y por lo tanto este esnayo de levaduras no es util para
contrar interacciones especificas de atonal con sus cajas E. Sin embargo dado
que no realizamos una secuenciacion a saturacién no podemos descartar que en
un esfuerzo mayor pudiesemos encontrar un blanco real o control positivo,
aunque dado la cantidad de uniones posibles a secuencias que no son sitios de
union con rleevancia bioldgica, la eficiencia seria muy baja.

Este es el primer experimento de este tipo que se ha hecho para buscar
blancos ftranscripcionales de atonall. Seria interesante poder hacer
mutagénesis sitio dirigida en las regiones gendmicas que son capaces de dirigir
expresion de GFP en dominios especificos y demostrar que la eliminacién de la
secuencia intacta de la o las cajas E elimina o modifica su capacidad de regular
en cis. De la misma forma se podria analizar la pérdida de funcion de atohla,
neuroD, atoh5, o neurogenina y su efecto sobre la éxpresioén de los reporteros.
Esto afirmaria o descartaria la regulacién por paret de otros proneruales

Queda demostrado que es imperativo poder hacer experimentos como
ChiP-Seq con un buen anticuerpo contra atonall, para poder determinar en un
contexto real cudles son los verdaderos blancos de este gen. Sin embargo, no

podemos descartar que alguna regién obtenida en nuestra busqueda de
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levaduras sf corresponda a un verdadero blanco de atonall. Por ejemplo, la
region que dirige GFP en el nervio de la linea lateral. Puede ser que en el
momento de la segregacién de la placoda y el primordio de la linea lateral haya
expresion de bajos niveles de atonalla en esa zona y que la expresién de GFP se
mantenga durante el desarrollo y extensiéon del nervio. Esto quedara
demostrado al establecer la linea transgénica con ese pldsmido e inyectar un

morfolino contra atonalla.

S

6.2 Genes blanco de atonalla: Vista enhancer Browser.

Mediante el uso de este recurso de libre acceso pudimos identificar cajas
E conservadas en la vecindad de algunos genes diana putativos de atonall. Esto
fue primeramente porque en el ensayo de monohibrido inverso no obtuvimos
algunos genes esperados de acuerdo a la literatura. Seleccionamos algunos
candidatos y encontramos cajas conservadas para los genes de la Tabla 6.

De todos los 6 candidatos a ser regulados, se encontré que 2 regiones
conservadas en la vecindad de atonalla y una en el gen cutll eran capaces de
dirigir la expresién del pldsmidos reporteros en territorios con relevancia
biolégica respecto a la funcién de atonall. La region de cutll es capaz de dirigir
la expresion en el cerebelo del embrién de pez cebra (Figura 14D). Por otra
parte, una region con cajas E conservadas que podria regular a gfi1, no dirige la
expresién en territorios donde podria ser regulado por atonall, ya que si bien
es cierto presenta un patrén reproducible (Figura 14E) desconocemos qué tipo

de estructura anatémica es la que estd marcada. Sin embargo, a pesar de ello,
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encontramos que 2 parélogos de gfil tienen una funcién en la linea lateral, lo
que sera discutido mas adelante en el texto. Las otras regiones de los genes que
estdn en la Tabla 6 no evidenciaron ningln patrén reproducible (no se
muestra).

Encontramos 2 regiones en la vecindad de atonalla que son capaces de
regular la expresién de un reportero. Una regién que estd a 5 kilobases
corriente abajo respecto a este gen, es capaz de dirigir la expresion de GFP en la
regi6n olfatoria del embridn al primer dia de desarrollo (Figura 14C,C’), similar
a lo que se ha visto en el transgénico de atonall en ratén, donde también se
expresa en esa regién en estadio tempranos (Lumpkin y cols, 2003).
Interesantemente hemos visto que esa expresion es transitoria y desaparece al
segundo dia de desarrollo. Este es concordante con la expresion de una proteina
fluorescente roja en el la linea tg(atohla:dTOM), para la cual hemos visto que se
enciende para especificar el destino a célula ciliada en la linea lateral, pero que
luego baja su expresién para una suerte de “relevo” a otro programa genético.
Esto serd discutido en la siguiente seccién. Por lo tanto parece que la misma
situacién, dependiente de ese enhancer ubicado a 5 kilobases de distancia,
sucede para especificar las células del epitelio olfatorio {Lumpkin y cols, 2003).

La otra secuencia con Caja E conservada, es una pequefia region
gendmica de 26 pares de bases, pero que es completamente conservada desde
mamiferos a peces. Justo en medio tiene una Caja E que seria una caja de unién a
atonall (Figura 13E). Clonamos esa region en el plasmido reportero en un
tandem de 6 repeticiones y encontramos que recapitula el patrén completo de

atonalla en el embrion de pez cebra (Figura 13F-K). Esto sugiere que esta
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region es importante para la autorregulacion de atonalla. De acuerdo con esto,
cuando otros autores intentaron hacer el transgénico de ratén y hacian
deleciones de distintas regiones cercana a atonall, al eliminar una regién que
contenfa estas 26 pares de bases la expresién de un reportero bajaba
dramaticamente (Helms y cols, 2000). Sin duda esta regioén es importante para
la autorregulacion de la expresion de este proneural, una caracteristica
conservada desde atonal en Drosophila, a atonall/atonal5 en vertebrados
(Biesel y Fritzsch, 2004). Es necesario poder establecer la linea transgénica
estable para probar definitivamente que esta autorregulacién esti presente

.z P 7/
también en teledsteos.

6.3 Relacion entre atonallay gfil en el desarrollo de las células ciliadas

Quisimos probar si la relacién presente en Drosophila en la cual atonal
regula a senseless, el ortologo de gfil de vertebrados, sucedia en el desarrollo de
las células ciliadas de la linea lateral.

Encontramos que la perdida de funcién gfil.1 y gfilb , paralogos de gfil
produce una fragmentacién y desorganizacién de la células ciliadas de los
neuromastos, lo que lleva a un fenotipo degenerativo, similar a lo que se ha visto
en el knock out de ratéon (Hertzano y cols, 2004), y por lo tanto no participan en
la especificacion de las células ciliadas sino que mas bien en un proceso de
mantencion.

Al analizar la linea tg(gfi1.1:GFP), que recapitula por completo el patrén

de expresién de gfil.1 durante el desarrollo temprano del pez cebra,
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encontramos que la expresién de GFP, en la linea lateral, se restringe
especificamente a las células ciliadas diferenciadas (Figura 16), lo cual quedo
demostrado al hacer una inmunotincién contra tubulina acetilada.

Al hacer un analisis del doble transgénico de gfi1.1:GFP y atohla:dTOM,
vimos que existe una segregaciéon temporal de la expresibn de ambos
transgenes (Figura 16), en la que atonalla se expresaria primero para
especificar las células ciliadas, luego existe un periodo de coexpresion de
atonalla y gfil.1, para luego apagarse atonalla y quedar sélo la expresion de
gfil.l. A pesar de que esta conclusién es basada en la expresion de los
transgenes, hace sentido con un relevo funcional donde atonall induce la
diferenciacion y luego otro set de genes mantiene el estado diferenciado y la
sobrevida.

La relacién funcional gfil.1/atonalla en pez cebra seria similar entonces
a senseless/atonal en Drosophila. Una relacién similar también podria existir
entre gfil y atonal5. La perdida de funcién de este gen regulador de la
diferenciacion de las células retinoganglionares resulta en una reduccién severa
de gfil en esas células (Revisado en Jafar-Nejad y Bellen, 2004). Esta
observacién sugiere que gfil podria también ser activado por atonal5 para
asegurar una apropiada diferenciacién o sobrevida de las células retinales. Estos
datos concuerdan con la idea de que senseless/gfil estarian involucrados en
consolidar y/o mantener los destinos celulares especificados por proteinas

proneurales.
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6.4 Rastreo e identificacion de nuevas mutaciones que afecten el

desarrollo de la linea lateral en el pez cebra.

Una de las caracteristicas mas atractivas del pez cebra como sistema
modelo, es la capacidad de realizar rastreos de mutaciones {Driever y cols.,
1996; Haffter y cols.,, 1996). Estas lineas mutantes seleccionadas en base a
fenotipos especificos pueden ser usadas como una poderosa herramienta para
disectar procesos de interés particulares. Los mutantes generados con el uso del
mutigeno ENU presentan cambios puntuales de bases en el genoma, y la
manera de identificar el gen mutado es mediante clonamiento posicional.

Este tipo de aproximacion fue utilizada en esta tesis para aislar
mutaciones que afectan diferentes eventos que conducen la morfogénesis de la
linea lateral en el pez cebra. Mediante un rastreo sistematico de fenotipos en
este sistema sensorial, con el uso de tinciones vitales, se aislaron 6 mutaciones
diferentes (Figura 19). Estas fueron clasificadas en 3 grupos: aquellas con
defectos en las células ciliadas, otras con defectos en migracion, y finalmente
aquellas con menos neuromastos en la linea lateral. Se discutiri sobre las
primeras 2 categoria solamente debido a que no se ha realizado trabajo en

aquellas lineas que poseen menos estructuras sensoriales.
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6.4.1 Mutacion C27B: Defectos mecanotransductivos en las células ciliadas

de la linea lateral.

Esta linea fue la primera mutacién aislada con defectos especificos en las
células ciliadas de la linea lateral durante nuestro rastreo. Su fenotipo es una
perdida completa de incorporacién de Diasp en las células ciliadas de los
neuromastos, aunque la morfologia de éstos no es afectada. Esto queda de
manifiesto al analizar larvas mutantes mediante microscopia electrénica de
barrido, donde los neuromastos poseen células ciliadas con morfologia normal y
cilios especificados correctamente (Figura 21). Por lo tanto se concluy6 que la
mutacién en el producto génico C27B se debia a defectos mecanotransductivos
debido a que la tincién vital Diasp se acumula en la células ciliadas ingresando
directamente a través de canales mecanotransductores (Faucherre y cols.,
2009). Esta conclusioén ademas fue apoyada molecularmente, ya que al realizar
el mapeo de esta mutacién la lesién gendémica se encontré dentro de un
intervalo critico entre 2 marcadores polimérficos en el grupo de ligamiento 13
en el genoma del pez cebra donde el tinico gen anotado es cadherin23, un
componente esencial de la maquinaria mecanotransductora de las células
ciliadas para el que han sido reportados 6 alelos en el pez cebra (Sollner y cols.,
2004). La gran cantidad de alelos se debe a que este gen codifica para una
proteina extremadamente grande que contiene 3366 aminoacidos (Sollner y
cols, 2004). A pesar de que nosotros no hemos intentado identificar el cambio
de base puntual en cadherin23, sospechamos que es una pérdida de funcién

total de este gen, ya que la incorporacién de Diasp es completamente nula.
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Aunque no ha sido cuantificado, hemos visto ademas que el reflejo de
escape estd practicamente ausente en larvas mutantes, lo que sugiere que los
alelos de cadherin23 mas penetrantes como el nuestro y sputnik (Sollner y cols.,
2004), recapitulan el fenotipo presentado en ratones deficientes para este gen,
los cuales evidencian sordera y defectos vestibulares, al igual que la mutacién
en humanos (Bolz et al,, 2001; Di Palma et al., 2001; Wilson et al., 2001).

El hecho de que Ia morfologia de los neuromastos en los mutantes C27B
sea normal y las células ciliadas presenten una especificacioén correcta, permite
concluir que el proceso de diferenciacion mediado por atonalla en este tipo
celular ocurre de manera correcta en los mutantes y que el defecto se hace
evidente al tiempo en que las células deberian volverse activas. Si la funcién de
las células ciliadas es importante para su viabilidad, es algo que no ha sido
determinado, por lo que estos mutantes pueden ser ttiles para tener pistas
sobre ello. Ademas como las células ciliadas de la linea lateral presentan una
robusta capacidad regenerativa (Murakami y cols,, 2003; Herndndez y cols.,
2006), seria interesante analizar si en este sistema la regeneracién disminuye
luego de distintas rondas de de eliminacién de estas células cuando no existe

una funcionalidad de ellas.

6.4.2 Mutacién C27-H: Defecto en la sobrevida de las células ciliadas de Ia

linea lateral

Los mutantes C27-H evidencian un patrén normal de neuromastos en

etapa larval, pero tienen una robusta carencia de células ciliadas en ellos.
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Un andlisis mediante incorporacidn de Diasp muestra que los
neuromastos a los 4dpf son débilmente marcados salvo por los dos primeros de
la linea lateral posterior y anterior, lo que indicaria que a lo menos algunas
células ciliadas se especifican normalmente en los mutantes y no seria un
proceso que afecte la diferenciacién de estas células (Figura 19). Sin embargo
no podemos descartar que sea una mutacion que afecte una paso al mismo nivel
de atonalla, pero que no sea completamente penetrante.

Con una inspeccién por microscopia electrénica de barrido se ha
determinado que los neuromastos mutantes poseen una morfologia externa
normal, aunque presentan una ausencia de los cilios que surgen desde el centro
de ellos (Figura 22). Este defecto no es en la ciliogénesis de las células ciliadas,
sino que se debe a una ausencia de este tipo celular, lo que se determiné con un
analisis de la mutacién en el fondo tg(brn3c:mGFP)s356t que dirige la expresion
de GFP en componentes sensoriales como en las células ciliadas de los
neuromastos y el oido, y las células retinoganglionares y sus proyecciones hacia
el tectum (Xiao y cols., 2005). Con el uso de esta linea transgénica se pudo
concluir que las células ciliadas son especificadas normalmente, pero caen en un
fenédmeno degenerativo (Figura 23, 24). Esto se debe a un fenémeno de muerte
celular que se incrementa drasticamente entre el tercer y cuarto dia de
desarrollo.

Hemos realizado parte del mapeo de esta mutacién, y hemos
determinado que se encuentra en el grupo de ligamiento 25 flanqueado por 2
marcadores entre los cuales existen 25 genes anotados, donde no hay ninguno

que haya sido previamente relacionado al desarrollo de las células ciliadas.
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Estos resultados en conjunto indican que C27-H representa una nueva mutacién
degenerativa en el pez cebra, cuyo producto génico actia luego de la
especificacién celular mediada por atonalla, que da cuenta de la diferenciacién
de las células ciliadas.

Otro fenotipo evidente en esta mutacion es el tamafio reducido de los
ojos y hemos observado que entre el cuarto y quinto dia los ojos de los mutantes
degeneran, hasta que las larvas mueren al quinto (Figura 22). Usando de nuevo
el fondo tg(brn3c:mGFP)$356t, hemos visto que las proyecciones retinotecales
estdn completamente truncadas en los mutantes (Figura 25). Sabemos que una
oleada de muerte celular comienza en los ojos mutantes a los 3 dias de
desarrollo, lo que explicaria el fenotipo de la reduccién del tamafio de estas
estructuras observado mas tarde, y la falla en la proyeccién al tectum. Sin
embargo, aunque esto no fue analizado en esta tesis, da origen a un punto
importante respecto a la relacién entre los ojos y la linea lateral. Progreso
reciente sobre las bases moleculares de la formacién de 6rganos sensoriales
sugiere que hgy un set de factores co-utilizados que determinan el destino
celular en el ojo y oido/linea lateral, en diferentes especies (Biesel y Fritzsch,
2004). El ejemplo mas patente incluye la triada atonal/atonall/atonal5, que
controla la diferenciacién en mecanosensores y ojos en insectos, y células
ciliadas y retinoganglionares en la retina (Beisel y Fritzsch, 2004). Esto sugiere
que las cascadas de determinacién celular son compartidas a través de
diferentes phyla y a través de los 6rganos sensoriales. Por lo tanto es posible
que mutaciones qué afecten el desarrollo de una estrucutra macroscépica como

el ojo, también afecten el desarrollo y diferenciacion en la linea lateral y oido. De
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esta manera muchas de las mutaciones reportadas fenotipicamente en el
sistema visual deberian ser revisitadas con la posibilidad de realizar un rastreo
de fenotipos en la linea lateral en un universo mads restringido. Ejemplos que
apoyan esta hipétesis son los mutantes ale oko, donde hay degeneracién en la
retina y las ciliadas de la linea lateral (Jing y Malicki, 2009), o los mutantes en el
gen de la coroideremia (rep1) en el pez cebra donde los neuromastos presentan
una reduccién de casi un 90% de las células ciliadas y un fenotipo de
degeneracion retinal (Starr y cols., 2004). Esto refuerza la idea de analizar otros
mutantes como mikre oko, que lleva una mutacién puntual en el gen dinactina-
1, y que presenta defectos en la migracién nuclear en el neuroepitelio retinal
asociados con el cambio de destinos durante la neurogénesis en el ojo a través

de la modulacién de la via Notch-Delta (Del Bene y cols., 2008).

6.4.3 A35-F: defecto en proliferacién y organizacién de tejido durante el

desarrollo de la linea lateral.

Durante el rastreo pudimos identificar 2 mutaciones con defectos
durante la migracién del primordio de la linea lateral. La primera de ellas es
D17, Ia cual presenta un profundo defecto migratorio, con neuromastos incluso
sobre el vitelo (Figura 19). Sin embargo esta linea no fue analizada en esta tesis.

La segunda mutacién, tentativamente llamada A35-F, fue agrupada
dentro de los defectos durante migracién pero ahora sabemos que el fenotipo es
en un fenémeno muy particular de la morfogénesis de la linea lateral,

independiente de la migracién del primordio
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Mediante mapeo genético identificamos la mutacién, y la hemos
caracterizado en profundidad. Hemos visto que la lesién se encuentra en el gen
Ief1, un efector transcripcional de la via Wnt/B-catenina, y probablemente esta
mutacién da origen a un alelo nulo. Pudimos demostrar que lefI tiene un rol
critico en la regulacién de la proliferacién celular homeostética en la region
lider del primordio en migracién. Importantemente, el rol de lefl en este
proceso esta desacoplado de la migracién y patterning del primordio, y del
depédsito y diferenciacién de los neuromastos, lo que representa una
herramienta de diseccién necesaria para poder separar los roles de las
diferentes vias que controlan la morfogénesis de la linea lateral.

La mutacién en lef1/sinft767 causa un fenotipo que es indistinguible de la
perdida de funcién mediante le uso de un morfolino dirigido contra el inicio de
la traduccién del mRNA (Figura 27). Como consecuencia, la proteina Lefl
truncada, compuesta de sélo 71 aminodcidos, no seria funcional. Considerando
que la via Wnt puede regular la transcripcién de lefI y que la pérdida de funcién
de dkk1, un inhibidor extracelular de esta via, lleva a una sobreexpresion de lef1
en el primordio completo (Aman y Piotrowski, 2008; Aman y cols., 2010), fue un
poco sorprendente que la expresion de lefI se mantuviera en el primordio
mutante. Es posible que otro factores TCF expresado en el primordio, tales
como tcf7 (Nagayoshi y cols,, 2008), y tcf3a o tcf4 (datos no publicados de
nuestro laboratorio), estén mediando la regulacién Wnt-dependiente de la
expresion de lefl. Si esto es asi, es probable que haya una redundancia entre
diversos factores tcf, ya que no hay fenotipo en condiciones de pérdida de

funcién simple de tcf7 (Aman y cols., 2010) y en los mutantes en tcf4 (datos no
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publicados). Esto sugiere que no hay un control redundante del fenotipo
observado en la mutacion en lefI /sinfu767,

Considerando que hay varios genes de la familia TCF que son expresados
en el primordio es sorprendente que la expresion de GFP en la linea reportera
tg(7xtcf:GFP)ia¢ fuera completamente eliminada en los morfantes para lefl,
teniendo en cuenta que la via es activada en los peces reporteros mediante el
uso de BIO, un agonista de Wnt. Hay varias posibles explicaciones que dan
cuenta de estas observaciones, como por ejemplo que otras proteinas del tipo
TCF tienen poco o ningtn rol en activar la via Wnt en el primordio o que su
actividad depende de lefl. Es también posible que el reportero responda
especificamente a la via Wnt mediada por lefI y no por otros tcf, similar a lo que
se ha mostrado para otros reporteros (Dorsky y cols., 2002). El hecho de que
manipulaciones que afectan globalmente a la via Wnt induzcan fenotipos mas
severos que aquellos en el mutante lef1/sinfi767, sugiere que efectivamente otros
tcf podrian estar funcionando en el primordio de la linea lateral. Si este es el
caso, entonces el reportero podria estar revelando una interesante sutileza en la
relaciéon Wnt/Tcf/B-catenina y, como se discute mas adelante, esto resultaria en
que distintas ramas de la via, usando diferentes efectores regulen distintos
eventos tales como proliferacion y patterning en el primordio

Se ha mostrado previamente que la regién lider del primordio de la linea
lateral tiene el doble de proliferacién celular que la regi6n trasera (Laguerre y
cols, 2005), y en esa misma zona existe una fuente de progenitores cuyas
células hijas se mueven a la regién trasera para formar nuevos neuromastos

(Nechiporuk y Raible, 2008). La incorporacién de BrdU en la regién lider de los
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mutantes esta reducida casi a la mitad de los niveles del primordio silvestre, y
las células no pierden su capacidad de moverse hacia la region trasera. Dado
que no hay cambio en la tasa proliferativa en la regién posterior del primordio,
la explicacién més plausible para el fenotipo mutante es que la proliferacién
reducida lleva a un agotamiento de las células en la zona lider y el primordio
colapsa y se reduce a neuromastos terminales.

La inhibicién global de la via Wnt a través de la sobreexpresién de dkk1,
reduce la proliferacién en el primordio pero a diferencia de los mutantes
lef1/sinf'767, el primordio se comporta de manera distinta y migra hasta el final
de la cola sin depositar neuromastos (Aman y Piotrowski, 2008; Aman y cols.,
2010). Sospechamos que la razén de la diferencia es que la sobreexpresién de
dkkl adicionalmente suprime la formacidén/depésito de neuromastos. Sin
embargo es posible que incluso existan otros fen6meno asociados, ya que se ha
demostrado que dkk1 puedé tener una funcién independiente de Wnt
(Caneparo y cols., 2007).

El primordio en mutantes y silvestres muestra una morfologia similar
cuando ocurre el término de la migracién en términos del acortamiento de la
distancia entre neuromastos (Figura 33 y 35). Esto sugiere que el primordio
mutante cae en un evento de término normal en una posicién inapropiada hacia
rostral, y que en una condicién silvestre la inhibicién de la via Wnt mediada por
lef1 es lo que termina el proceso migratorio en la cola. En apoyo de esta idea, la
expresion de lefl en el primordio silvestre disminuye a medida que se acerca a
la punta de la cola (Figura 35). La actividad reducida de lefl inhibiria la

proliferacién en la region lider, agotando las células con la consecuencia de que
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el primordio se fragmente en neuromastos terminales. El mecanismo por el cual
lef1 es gradualmente disminuido se desconoce, pero se sabe que en la cola hay
expresion de una gran variedad de moléculas de sefializacién (Wilson y cols.,
2009). Suponemos que esta zona podria producir algiin factor que suprime la
expresion de lefl en la zona lider a medida que el primordio se acerca a esa
parte, y de esta forma terminarfa la migracién en una ubicacién apropiada.

Nuestros datos asignan un rol a la proliferacién en la regién lider sobre
la morfogénesis del primordio y el desarrollo de la linea lateral posterior. La
proliferacién dependiente de lefI mantiene la homeostasis de tejido en el
primordio durante la migracién y la regulacién de la expresion de lefl
proporciona una via para controlar el término de la migracién y, como se
discute mas adelante, la frecuencia de depésito de los neuromastos.

Los neuromastos son depositados mas cerca unos de ofros en los
mutantes, respecto a los silvestres, y al final de la cola en comparacién al tronco.
Por otra parte los neuromastos estan mas espaciados cuando la proliferacién es
reducida en todo el primordio (Aman y cols, 2010; esta tesis). El término de la
migracién ocurre prematuramente en los mutantes cuando la proliferacién se
reduce en todo el primordio y se acaban las células, pero se mantiene cuando la
formacién de neuromastos es inhibida via dkkI (Aman y cols, 2010).
Proponemos que estas observaciones pueden ser explicadas a través de un
modelo simple en el cual las células de la regién trasera estiman su posicién
relativa a una “factor X” producido por las células del borde lider. Postulamos
ademas que este factor depende del tamafio de la regién lider (Figura 37).

En animales silvestres la proliferacion en la region trasera del primordio
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acoplado con la adicién de células desde anterior progresivamente mueve las
células de la region trasera mas lejos de la zona lider, permitiendo la formacién
de proneuromastos y el depdsito. Lefl es necesario para mantener el tamafio de
la region lider hasta que el primordio alcanza la punta de la cola, conservando
niveles constantes del “factor X” desde la regién lider durante la migracién
(Figura 37A). Sin embargo, cuando la regién lider disminuye su tamafio a
medida que se acerca a la punta de la cola, el nivel de X desde esa zona
disminuird también y la formacién de neuromastos se verd reforzada en la
regién posterior del primordio mas cercana a la regién lider (Figura 374, fila de
abajo), lo que resulta en una fragmentacién del primordio y formacién de
neuromastos terminales. En los mutantes lefl/sinft767, la situacién es
inicialmente como en los animales silvestres, pero a medida que se agotan las
células de la region lider; se produce menos X, la formacién de neuromastos
ocurre mas cerca de la regién lider, los neuromastos son depositados mas cerca
unos de otros y el término ocurre prematuramente (Figura 37 B). Si la
proliferacién es inhibida a través de todo el primordio, la zona trasera del
primordio falla en su crecimiento normal, lo que compensaria la reduccién del
factor desde la region lider (Figura 37 C); en este caso mas tiempo se requeriria
para que la regién trasera acumule células suficientes para formar neuromastos
y no habiendo un cambio en la velocidad migratoria, la distancia entre ellos se
incrementa. Finalmente si la formacién de neuromastos es bloqueada, entonces
incluso si la proliferacién es reducida, el primordio nunca alcanza un estado en
que la fragmentacién final ocurra. Este modelo propuesto es consisten con la

observacién de que la periodicidad del depésito de neuromastos no es
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Figura 37. Modelo que describe el desarrollo del primordio de la linea
lateral silvestre, mutante lef1, y con la division celular bloqueada. (A) Las
proporciones del primordio silvestre se mantienen contantes a medida que
migra desde izquierda a derecha (to-t2), debido a la alta proliferacion en la
region lider (rojo), alimentando con células a la regién posterior (verde) y
llevando al depdsito de los neuromastos. A medida que el primordio alcanza la
punta de la cola (t3-ts), la proliferacién y tamafo de la regién lider disminuye.
Como consecuencia disminuye el alcance del factor X que seria secretado desde
la region lider (flecha negra) acelerando el eventual depdsito de los
neuromastos como en t3 en (B). (B) En el mutante lefl, la proliferacion
disminuida en la region lider agota las células en esta region (to-t3), debido al
paso de células a la region trasera y llevando al término prematuro de la
migracion. (c) Cuando la division celular es bloqueada (CCI, cell cycle inhibitors)
en el primordio completo la tasa de depdsito de neuromastos es reducida
porque el tiempo requerido por la regién trasera para generar nuevos
neuromastos se incrementa. Eventualmente, la region lider tambien se queda
sin células y muestra un fenotipo similar al del mutante lef1.

controlada por un mecanismo basado en un timer (Aman y cols., 2010)

La sefial FGF promueve la formacién de proneuromastos: cuando se
inhibe, la regién trasera no se organiza en rosetas (Lecaudey cols, 2008;
Nechiporuk y Raible, 2008), mientras que la sobreexpresion de Fgf causa una
formacion de rosetas en la region lider (Lecaudey y cols, 2008). La modulacién

de esta via en la regién trasera del primordio por un factor producido desde la

region lider podria proveer un sustento molecular para el modelo que nosotros
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proponemos. El antagonista auténomo celular sefl (Tsing y cols, 2002;
Furthauer y cols, 2008) se expresa en la regién lider del primordio (Aman y
Piotrowski, 2008), y aunque es poco probable que afecte directamente los
niveles de FGF en la regién trasera, podria regular la posicién del limite entre
las 2 regiones.

Matsuda y Chitnis (2010) han propuesto un elegante mecanismo en el
cual la sefial FGF actiia secuencialmente en el primordio. Primero, la expresion
de FGF dependiente de Wnt ocurre en la regién lider (aunque la sefial es
localmente reprimida, y actia a distancia), y segundo una sefial FGF
dependiente de atonalla surge en los neuromastos en maduracion. Lefl no es
requerido para ninguno de esos eventos, pero nuestro modelo sugiere que
regula la posicion a la cual el foco de activacién de FGF surge con respecto a las
células de la region lider.

Dado que la manipulacién de la via Wnt puede afectar el patterning,
migracioén, proliferacion, formacién de neuromastos y periodicidad del depésito,
fue inesperado que el fenotipo de lefl/sinfi767 se restringiera a un déficit
proliferativo. Por ejemplo, la sobreactivacion de la via Wnt en los mutantes apc
va acompaiiada de un cese de la migracion del primordio sugiriendo que Wnt
regula la migracién (Aman y Piotrowski, 2008]). Sin embargo la pérdida de
funcién de la via Wnt mediada por lefl no interrumpe la migracién del
primordio y la velocidad del primordio es similar a la de los animales silvestres,
asi como también la expresion regionalmente restringida de los receptores de
quimioquinas. Es mas, el knock down de lefl en los mutantes apc restaura el

comportamiento migratorio de las células de la region lider en los mutantes apc.
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APC podria incluso funcionar fuera de la cascada de sefializacion Wnt (Aoki y
Taketo, 2007) asi como también puede hacerlo Dkk1 (Caneparo y cols, 2007} y
algunos fenotipos ligados a la sobreexpresion podrian ser debidos a efectos
sobre otras vias. Sin embargo, como se discutié antes, otros factores TCF son
expresados también en el primordio de la linea lateral, haciendo posible que
diferentes efectores transcripcionales de la via Wnt canoénica regulen diferentes
eventos. De esto se conoce un ejemplo, donde la via Wnt controla patterning y
proliferacién  celular  independientemente via  distintos efectores
transcripcionales en la espinal dorsal(Bonner y cols, 2008)

Ademis de linea latéral, el otro fenotipo evidente es Ia
reduccién/ausencia de aletas en estadios post embrionarios. Aunque no hemos
investigado este fenotipo, es probable que sea debido a una falla en la
proliferacién del tejido. Sea cual sea el caso, un defecto proliferativo podria ser
el responsable del fenotipo lo que sugiere un rol conservado para la via Wnt/B-
catenina mediada por lef en diferentes tejidos.

Una regulacién de la proliferacion dependiente de Wnt/fB-catenina/Tcf
ha sido propuesta como sustento para la viabilidad de varios compartimentos
de células troncales en tejidos adultos, lo que sugiere un rol comparable en
tejidos en crecimiento o desarrollo y en la homeostasis de tejidos maduros. Por
ejemplo, la falta de Tcf4 lleva a una perdida de las células proliferativas en las
criptas intestinales (Korinek y cols, 1998; Muncan y cols, 2007). Al revés, en los
mutante apc, estas zonas en el intestino crecen anormalmente hasta desarrollar

cancer.

La expresion de lef! incrementada en lineas de melanomas metastaticos
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(Murakami y cols, 2001) y la perdida de funciéon de lefI en lineas de
adenocarcinoma metastatico lleva a una pérdida de las propiedades invasivas
de esas células (Nguyen y cols, 2009). Seria interesante determinar si esto se
debe a defectos proliferativos que llevan al cese de la migracién colectiva.
Paralelos entre células metastasicas y el primordio de la linea lateral han sido
propuesto basados en caracteristicas morfolégicas y moleculares (Friedl y
Gilmour, 2009; Ilina y Fried]l, 2009; Gallardo y cols, 2010). Nosofros
proponemos que las células metastasicas no sélo comparten el uso de la via de
las quimioquinas para la migracion celular colectiva, sino que también podrian
haber un requerimiento de la via Wnt mediada por lefl para la mantencién de
las propiedades del tejido.

Finalmente, como fendmeno de desarrollo y organizacién morfogenética,
parece haber una delicada complejidad en el primordio de la linea lateral, donde
la segmentacion y formacién de neuromastos en el primordio requiere un cierto
tamafio constante en términos de ntmero de células. Es una suerte de
automedida del tamafio del 6rgano a ser depositado, que ocurre de manera
invariable y en proporciones normales incluso en un déficit proliferativo como
en los mutantes de lefl. En otras palabras el primordio “sabe” cuan grande es un
neuromasto y cudn grande deberia serlo. Esta propiedad podria ser referida
como “Entelequia” (Garcia-Bellido y Garcia-Bellido, 1998) en referencia al
concepto de Aristételes para designar la causa final de la perfeccién. En
términos mas terrenales la formacién de los neuromastos podrian entenderse
como cuando un hombre enfarda la alfalfa, a mano, para sus animales: debe

juntar suficiente material para poder formar montones de igual tamafio en
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espera del invierno...

El primordio de la linea lateral y la formacién de los neuromastos serian !

entonces un buen modelo para estudiar los mecanismos del control del propio

tamafio y la proporcién de los diferentes tipos celulares.




VII. CONCLUSIONES

El sistema de monohibrido inverso no sirve para encontrar
interacciones especificas de atonall con sus cajas E: las secuencias
obtenidas no estdn restringidas a blancos de atonal

Se identificé un enhancer pequefio en la vecindad de atonalla que
parece ser fundamental en la autorregulacién del mismo gen.

Los genes gfil.1 y gfilb son importantes para la mantencién de las
células ciliadas de la linea lateral, la relacién atonalla/gfil.1 en pez
cebra seria una homologable a la relacién atonal/senseless en
Drosophila.

La mutacién C27-H produce un fenotipo de degeneracién en las
células ciliadas de la linea lateral, y su funcién estarfa rio abajo de la
especificacién celular mediada por atonalla.

La mutacidn en lefl permite disectar por primera vez el rol de la via
Wnt durante el desarrollo de la linea lateral, y atribuye un rol a este
factor de transcirpcion como controlador del motor proliferativo del
borde lider del primordio, sin afectar otros procesos

El balance proliferativo dependiente de lefI es el sustrato que

permite el patterning de los neuromastos
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