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Abreviaturas

BCIP: Bromo-4-cloro-3-indolil fosfato

C. e.: Caenorhabditis elegans

Cgh: Conserved Germline Helicase (helicasa conservada de linea germinal)

CGP: células germinales primordiales

D. m.: Drosophila melanogaster

D. r.: Danio rerio

Dpf: dias post-fertilizacion

EST: Expressed Sequence Tag (etiqueta de secuencia expresada)

Hpf: horas post-fertilizacion

kb: kilobase

kDa: kilo daltones

MRNA: RNA mensajero

Hg: microgramos

pL: microlitros

NBT: nitro blue tetrazolium

pb: Pares de bases

PBS: Phosphate Buffer Saline (Amortiguador salino de fosfatos)

PCR: Polimerase Chain Reaction (Reaccion en cadena de la polimerasa)

RNA: acido ribonucléico

RNAI: RNA de interferencia

RNP: Ribonucleoprotéico

SDS-PAGE: SDS Poli Acrilamide Gel Electrophoresis (Electroforesis en gel de
poliacrilamida y SDS)

X. |.: Xenopus laevis
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Resumen

El estudio de la biologia del desarrollo ha encontrado una herramienta muy util
en el pez cebra, que es un organismo modelo vertebrado para el que se han
elaborado herramientas moleculares que permiten estudiar el papel de muchos
genes involucrados en el desarrollo de este organismo.

Un evento esencial en el desarrollo de los organismos es la formacion de la
linea germinal en etapas tempranas de desarrollo; la linea germinal mas
adelante, en el organismo adulto, originara a los gametos (ovocitos y
espermatozoides) para la reproduccion de la especie. En el pez cebra, el origen
de la linea germinal es dictado por la presencia de determinantes en el
citoplasma de las células, albergados en granulos ribonucleoprotéicos o
granulos germinales. No se conocen todos los componentes de estos granulos,
pero aquellos que se han identificado son generalmente proteinas de union a
RNA, RNA helicasas o proteinas involucradas en el metabolismo de RNA,
ademés de diversos RNA mensajeros aun no identificados. Es importante
destacar que algunos de estos componentes también se encuentran en células
somaticas, formando parte de cuerpos de procesamiento de RNA y en granulos
de estrés, en donde se sabe que se encuentra la maquinaria de interferencia
de RNA, que es un procesamiento posterior a la transcripcién que consiste en
degradar RNA mensajeros en fragmentos de 19 a 21 nucleétidos a través del
reconocimiento de secuencias especificas complementarias a RNAs pequefos.
Cgh-1 es una RNA helicasa que forma parte de todos estos granulos y se ha
encontrado como una proteina exclusiva de linea germinal en Caenorhabditis
elegans, Drosophila melanogaster, Xenopus laevis, sin embargo, en
mamiferos como Mus musculus y Homo sapiens, también se encuentra en
células somaticas. Esta proteina esta involucrada en el control de la traduccion
de RNA mensajeros pero no se conoce el mecanismo de reconocimiento con el
que selecciona a los RNA que silencia. En este trabajo, encontramos 2
homologos de cgh-1 de C. elegans en el genoma de pez cebra y describimos el
patréon de expresion de su RNA mensajero y generamos herramientas que
permitiran estudiar la funcion de éstos en el desarrollo del pez cebra, como la
evaluacion de un anticuerpo anti-cgh de pez cebra y la fusién de la proteina

homologa de Cgh en C. elegans a la proteina verde fluorescente.



Por otro lado, desarrollamos una técnica que permite la obtencion de las dos
capas epidermales de larvas de pez cebra que permiten un estudio mas

detallado de ésta estructura.



INTRODUCCION

EL PEZ CEBRA COMO MODELO DE ESTUDIO

El estudio del desarrollo embrionario requiere el uso de muy diversas técnicas
moleculares, bioquimicas, genéticas, fisioldgicas, etc., y de la eleccion correcta
del modelo en el gue se estudiaran los fendmenos de interés.

En los dltimos 20 afos, el pez cebra ha adquirido importancia como
modelo vertebrado de desarrollo embrionario y para entender algunas
enfermedades heméticas, desérdenes renales y neuronales en personas
(Fraenkel y Zon, 2005). Las caracteristicas ventajosas que posee son: facil
mantenimiento y reproduccion en cautiverio, accesibilidad a gran cantidad de
embriones de cualquier etapa del desarrollo, transparencia Optica de los
embriones en desarrollo y un genoma diploide que facilita los estudios
genéticos (Houart, 2001). Esto ha permitido la realizacion de varios estudios de
mutagénesis a gran escala que han producido muchas lineas de peces con
mutaciones puntuales en genes esenciales en el desarrollo embrionario, que
permiten estudiar su funcién, como el realizado por el grupo de Christiane
Nusslein-Volhard en 1996 (Geisler et al., 2007; Patton y Zon, 2001).

El progreso en la secuenciacion del genoma del pez cebra ha mostrado
que conserva una alta sintenia con el genoma humano, (es decir, los genes
conservan la misma posicién en los cromosomas humanos y cromosomas de
pez) y que posee muchos genes homoélogos a los humanos. Por ello, varias
cepas de mutantes de pez cebra se utilizan para estudiar enfermedades
humanas como las cardiovasculares, neurolégicas, hematopoyéticas y renales,
por mencionar algunas (Fraenkel y Zon, 2005). Ademas, se han elaborado
herramientas que permiten elucidar el papel de algunos genes durante el
desarrollo del pez cebra. Su genoma esta a punto de ser secuenciado por
completo, existen ya bases de datos de secuencias de expresion de RNA o
EST (Expressed Sequence Tag) y existen genotecas de cromosomas
artificiales de pez cebra.

La transparencia del embrion permite el rastreo de células individuales o
subpoblaciones de ellas con colorantes vitales, su transplante y eliminacion

para determinar su origen y asi construir mapas de predeterminacion del



embridon (Amacher, 2001). Aprovechando esta misma caracteristica, es posible
realizar hibridaciones in situ e inmunodetecciones en el embridon completo y asi
rastrear la localizacion de RNA mensajeros y proteinas.

En las células relativamente grandes de los primeros estadios de
desarrollo, se pueden microinyectar RNA y morfolinos (RNA con enlaces
modificados, que se hibridan a los mRNA e impiden su traduccion) que nos
permiten sobreexpresar genes o0 bloquear la traduccion de mRNA para
investigar la funcion de genes especificos. Sin embargo, al ser un modelo
relativamente reciente, todavia faltan desarrollar herramientas que nos
permitan explorar mas detalladamente aspectos del desarrollo embrionario, por
ejemplo, no se ha desarrollado la técnica de “knock out” para eliminar genes
particulares.

Por todas estas razones, el pez cebra se eligi6 para estudiar aspectos
de la determinacion y mantenimiento de las células germinales en este trabajo.
Por otro lado, se desarrollé una técnica novedosa que permite la obtencion de
células de epidermis de embriones de 5 dias y tefiirlas con marcadores
comerciales y anticuerpos para realizar busquedas de fenotipos particulares en
un estudio a gran escala. Estos dos estudios se realizaron aprovechando las
ventajas que tiene el pez cebra como modelo de estudio de aspectos de

desarrollo embrionario.

DESARROLLO EMBRIONARIO DEL PEZ CEBRA

La fertilizacion o fusion del espermatozoide y el ovocito lleva a la combinacion
del material genético de ambas células, sin embargo, el desarrollo posterior del
embrion depende absolutamente de la capacidad de proliferacion inmediata del
cigoto. Esta capacidad estd dada por la acumulacion de mRNAs durante la
ovogénesis, que permanecen latentes (sin ser traducido). De esta manera en el
pez cebra, la transcripcion se inicia a las 2:45 horas post-fertilizacion (a 28.5
°C) cuando ya se han formado mas de 500 células (figura 1J) y después de 10
divisiones celulares sincronicas, no se ha transcrito ningin RNA mensajero.
Cada ciclo celular dura aproximadamente 15 min y a partir de este momento se
vuelven mas lentos y asincrénicos; el ciclo celular 10 dura 17 min, el 12 dura

33.5 miny el 16 dura 4 horas. Después, las células avanzan y cubren al vitelo



por epibolia, un proceso controlado por genes cigoéticos (no tail, goosecoid,
snaill) (Kimmel et al., 1995). La gastrulacibn comienza en la regién del
escudo, (figura 1Q) que determina la region dorsal, en la que al final de la
epibolia se pueden distinguir los ejes embrionarios y por donde se comienza a
engrosar la region dorsal. Se forman el epiblasto y el hipoblasto, se desarrolla
la placa neural de anterior a posterior, después se comienzan a formar las
somitas a la par del alargamiento de la cola (figuras 1W-1D’). Se desarrollan los
rudimentos de los érganos primarios y se comienzan a desarrollar el cerebro,
el corazon, los ojos, la linea lateral y el pronefros (Figura 1E’-1J).

Después del desarrollo de las somitas, se cubren de epitelio. Se
desarrolla la notocorda desde la region anterior hacia la posterior. El siguiente
periodo es el de faringula, en el que se termina de formar la notocorda, el
cerebro ya tiene 5 |I6bulos, aparecen los primordios de los arcos branquiales, el
pez se estira y la cola crece. Comienzan a aparecer melanocitos, se forma el
sistema circulatorio y el corazén comienza a latir con movimientos coordinados
(Figura 1F’). La eclosion ocurre entre 48 y 72 horas, los rudimentos de los
organos estan completos, aparece la boca y se comienzan a desarrollar las

aletas (Figura 11", 1J).
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PRIMERA PARTE: IDENTIFICACION DEL GEN cgh-1 DE PEZ CEBRA

ANTECEDENTES

Las células germinales son células especializadas, encargadas de llevar la
informacion genética a la siguiente generacion. Dan origen a los gametos,
esenciales para la reproduccion, por lo que su especificacién, produccion y
mantenimiento es un proceso altamente regulado en la mayoria de los
organismos. Por ser tan importante en la sobrevivencia de las especies, este
proceso esta muy conservado entre los organismos.

Las células germinales tienen caracteristicas muy particulares, una de
las mas sobresalientes es su totipotencialidad que les permite dar origen a
todas las células que componen a un organismo completo y funcional. Otra
caracteristica muy importante es su motilidad, que les permite situarse en el
sitio en donde se formara la génada y en donde se desarrollan los gametos a
través de la meiosis. La meiosis recombina el material genético y reduce el
juego de cromosomas a la mitad para formar a los gametos. Este proceso es
fundamental para la reproduccion y consecuente sobrevivencia de las
especies. Es importante hacer notar que estas células tienen un programa de
expresion genético muy particular, que esta muy finamente regulado, lo que les
permite mantener su totipotencialidad y responder a ciertas sefiales y no a
otras.

Como se menciond antes, las células germinales tienen un citoplasma
germinal que contiene elementos de origen materno que les confiere su
identidad. Las células germinales ademas contienen determinantes que dirigen
el desarrollo de las primeras etapas embrionarias.

Tratando de entender como se determinan y como funcionan las células
germinales, se han identificado diversos componentes del citoplasma germinal,
pero aun faltan muchos por estudiar. Se ha encontrado que muchos de ellos
son RNAs mensajeros, proteinas de union a RNA y helicasas, también se sabe
qgue dichos RNA mensajeros estan silenciados y no se conoce qué proteinas
codifican. Muchos de los componentes encontrados estan altamente

conservados en los distintos organismos, desde invertebrados (Caenorhabditis



elegans, Drosophila melanogaster) hasta vertebrados (Danio rerio, Mus
musculus, Homo sapiens).

También se ha encontrado que existen componentes del citoplasma
germinal en granulos de células somaticas de humanos, por ejemplo, en los
cuerpos de procesamiento de RNA, en donde se ha descubierto que se
encuentra la maquinaria de interferencia de RNA que regula la expresion de
genes a nivel postranscripcional. Se ha propuesto que estos determinantes
hacen que las células germinales no se diferencien en ningun tipo celular, pero
todavia falta mucho por conocer de los mecanismos, proteinas y RNAs

implicados en la determinacion de las células germinales.

Las células germinales

En el embrion de 2 y 4 células, el citoplasma germinal se encuentra anclado en
forma de granulos, en los planos marginales de segmentacion; estos 4
granulos persisten en el los surcos marginales mientras que el embridon se
encuentra como sincicio, hasta que el embrion tiene 32 células, que es el
momento en que cada célula se independiza de las deméas y cada granulo
permanece dentro de una célula, dando origen a 4 células germinales. Las
células germinales primordiales tienen division asimétrica, manteniendo su
namero constante hasta el estadio de 1000 células y a partir de este momento
se multiplican para tener 20 células en el estadio de domo con aprox. 4000
células somaticas. (4.5 horas post fecundacion). A las 6 horas hay 25 células
germinales en 4 grupos que no tienen una posicidén especifica con respecto a
los ejes corporales (Yoon et al.,, 1997). Al final de la epibolia, las células
germinales quedan en una posicion mas o menos ecuatorial y comienzan a
migrar hacia el sitio en donde se va a formar la gbnada, se sabe que el receptor
Cxcrdb y la quimiocina Sdf-1 dirigen esta migracion (Doitsidou et al., 2002). La
proliferacion y migracion de células germinales primordiales (CGP) en pez
cebra se inicia en el estadio de esfera (4 hpf). Cuando las CGP llegan al lugar
pre-determinado, inducen la formacion del tejido gonadal y la formacion de la

gonada.

Las células germinales son células que con un control Unico de sus

funciones celulares evitan diferenciarse en células somaticas, son separadas y



diferenciadas de las células somaticas temprano en el desarrollo. Este plasma
germinal es segregado asimétricamente durante las primeras divisiones
celulares del cigoto. Sin embargo, en mamiferos y anfibios urodelos, la
determinacion de la linea germinal es inducida durante la gastrulacion y

depende del tejido en el que estén (Raz, 2003).

Componentes del citoplasma germinal

El citoplasma germinal es conocido en Drosophila melanogaster como granulos
polares, en Xenopus laevis y pez cebra como granulos germinales y en C.
elegans como granulos P (Schisa et al., 2001). La funcién de estos granulos se
desconoce pero se ha especulado que almacenan y procesan RNA mensajeros
y proteinas que son importantes para la funcion de la linea germinal y la
embriogénesis. Se ha observado en algunos organismos que existe una
represion transcripcional en las células germinales primordiales (Leatherman y
Jongens, 2003). El represor de C. elegans es pie-1, que actia directamente
sobre la RNA polimerasa Il. Algunos componentes del plasma germinal
participan en el control de la transcripcion, en la unién de RNAs, control de la
traduccion, etc. (revisado por Wylie, 1999).

En Drosophila se han encontrado gran cantidad de componentes de
plasma germinal, entre ellos RNAs no codificantes (RNA mitocondrial
ribosomal, pgc), proteinas involucradas en el ensamblaje del plasma germinal
(Tropomiosina lll, Mago nashi, Valois), proteinas de unién a RNA, involucradas
en la migracion y sobrevivencia de las células germinales (Oskar, Orb,
Capuccino, Spire, Nanos, Vasa, Tudor, Pumilio, Gustavus, Aubergine, Torso,
(Wylie, 1999; Santos y Lehmann, 2004; Amikura et al., 2001). Los mRNAs que
son componentes de granulos germinales deben tener secuencias en su 3'UTR
para ser localizados correctamente y deben ser transportados a través de
microfilamentos o microtubulos, deben ser protegidos de degradacion,
anclados en el granulo o plasma germinal adherido a la corteza y tener
reprimida su traduccion (Zhou y Louking, 2004). El gen vasa codifica para una
helicasa de la familia DEAD Box que se expresa en la linea germinal durante el
ciclo de vida del organismo y se usa como marcador de células germinales
(Knaut et al,. 2005; Krovel y Olsen, 2004) cuya proteina no tiene la misma

localizacion de su mRNA (Yoon, 1997).



En pez cebra se han descrito muy pocos de estos componentes (Raz,
2003), como vasa (Braat et al.,, 2000), RNA de vasa , nanos, dead end
(Weidinger et al,. 2003), dazl, cxcrdb, orb/CPEB (Bally-Cuiff, 1998), pero no se

conoce a detalle sus funciones e interacciones.

Helicasas de RNA tipo DEAD Box
La familia DEAD Box es una subfamilia de helicasas de RNA a la que
pertenece cgh-1. Las RNA helicasas son proteinas que unen ATP y tienen la
habilidad de desenrollar dos cadenas de RNA complementarias. En particular,
la subfamilia de RNA helicasas con cajas DEAD (D-E-A-D = Asp-Glu-Ala-Asp)
participan en varios procesos celulares como la exportacion de mRNA, el
“splicing” de pre-mRNA, la degradacién de mRNA, la biogénesis de ribosomas
y la traduccion (Matsumoto et al. 2005). También se les involucra en la
transcripcion y expresion de genomas de organelos (Tomer y Linder, 2001,
Rocak y Linder, 2004).

Estas proteinas tienen varios dominios caracteristicos nombrados por
los aminoé&cidos conservados (x es cualquier aminoacido):

I: AXXGXGKT (alanina, x, X, glicina, x, glicina, lisina, treonina) une ATP;

la. PTRELA (prolina, treonina, arginina, acido glutdmico, leucina,

alanina), une al RNA sustrato;

Ib: TPGR (treonina, prolina, glicina, arginina) también une a RNA
sustrato;

II: DEAD (acido aspatrtico, acido glutamico, alanina, acido glutamico) une

ATP,;

[ll: SAT (serina, alanina, treonina) coordina la actividad de la hidrdlisis de

ATP con la de helicasa;

V: ARGID (alanina, arginina, glicina, isoleucina, acido aspartico) une al

sustrato;

VI: HRXGRxGR (histidina, arginina, X, glicina, arginina, X, glicina,

arginina) une ATP.



Ademas, en vertebrados, la proteina contiene una sefial de localizacion
nuclear (“NLS” o “nuclear localization sequence”) y otra de exportacion del
nacleo (“NES” o “nuclear export sequence”). Tiene un sitio de fosforilacién y
otro de unién a proteina cinasa (Figura 2).
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NLS NES
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Unidn e hidrélisis de ATP
L actividad de helicasa
Translocacion nicleo-citoplasma, ~ remodelaje de |

unién a transcritos nacientes ribonucleoproteinas , .
Anclaje a citoplasma

unién a cinasa y fosforilacion
en maduracion de ovocitos

Figura 2: Dominios conservados en las helicasas DEAD Box (Weston y Sommerville, 2006).

La helicasa DEAD box mas comun es el factor de inicio de la traduccion
elF4A, que contiene los elementos minimos para ejercer su funcion. Las demas
proteinas tienen los dominios conservados y lo que las diferencia son las

secuencias amino y carboxilo terminales.

Cgh-1

Cgh (conserved germline RNA helicase) es una helicasa muy conservada en
distintos organismos y en algunos es exclusivo de la linea germinal. En
Saccharomyces cerevisiae el gen homdlogo a cgh-1 (dhhl) (Bergkessel y
Reese, 2004) es esencial para el re-inicio de la fase S del ciclo celular, en un

evento posterior al arresto del ciclo inducido por la via de sefializacién conocida



como “verificacion del dafio a DNA” (DNA damage checkpoint en inglés). Una
interrupciéon de la fase G1 del ciclo celular ocurre como respuesta a
condiciones de estrés ambiental (como estrés oxidativo o limitacion de
nutrientes). Se ha sugerido que cgh-1 participa en el re-inicio del ciclo celular
influyendo en la estabilidad y traduccion de los mRNA (Bergkessel y Reese,
2004). De manera concordante, el homodlogo de cgh-1 en humanos (rck) se
expresa en tejidos de alto recambio y su sobreexpresion en tejidos de bajo
recambio se ha relacionado con algunos tipos de cancer (Akao et al., 1995;
Wang et al., 2005). Por el momento no se sabe a qué mensajeros se une Cgh-
1.

En C. elegans se describidé que la eliminacion en la expresion de cgh-1
por interferencia de RNA (RNAI) provoca la apoptosis de la mayoria de los
ovocitos contenidos en la génada sin afectar otros tejidos y se encontro que el
esperma no es funcional, por lo que se sugirid que este gen tiene un papel
protector contra la apoptosis en células germinales (Navarro et al., 2001). En
organismos como Xenopus, Drosophila y C. elegans se ha encontrado que el
gen cgh-1 forma parte integral del citoplasma germinal (Nakamura et al., 2001;
Ladomery et al.,, 1997) al igual que en almeja Spisula solidissima (Minshall,
Thom y Standard, 2001). En mamiferos como el ratén, cgh-1 (p54) también se
ha encontrado altamente expresado en el citoplasma de células germinales
como ovocitos maduros y espermatocitos primarios, ademas de ciertos tejidos
somaticos. Sin embargo una vez fertilizado el 6vulo, su expresion disminuye
gradualmente a lo largo del desarrollo y si se sobreexpresa en las primeras
divisiones, el desarrollo se ve severamente afectado (Matsumoto et al., 2005;
Akao et al., 1995).

Cgh-1y procesamiento de mRNAs

La proteina Cgh-1 (Dhh1p) tiene también un papel relevante en la degradacion
de RNAs mensajeros en S. cerevisiae (Tseng-Rogenski et al., 2003) y se ha
estudiado su funcidn como activador de las proteinas que eliminan el cap5’ y
gue a su vez induce la degradacion de los mMRNAs (Teixeira, 2005). Esto ocurre
localizadamente en los cuerpos de procesamiento. Otro componente de los
cuerpos de procesamiento que interactia con Cgh-1 es la enzima que remueve

el cap (Coller et al., 2001), que tiene 2 subunidades Dcpl y 2, existen varias



proteinas que activan la eliminacion del cap, como Lsm1-7 y Patl. (Figura 3).
Se ha sugerido que la proteina de unién al elemento CPE (CPEB) que también
es parte de estos cuerpos de procesamiento, asi como una subunidad de la
enzima deadenilasa Ccr4 (Bally-Cuif et al., 1998; Sheth y Parker, 2003). Hasta
el momento no se conocen las interacciones que existen entre ellos ni la
coordinacion de sus funciones.

A la proteina Cgh-1 se le ha asignado una funcion de represor de la
traduccion en células germinales, lo que explicaria su asociacion con los
cuerpos de procesamiento de RNA (Minshall y Standart, 2004). EI modelo de
inhibicion de la traduccion por cgh-1 consiste en la formacion de un dimero de
Cgh-1 que junto con la proteina CPEB se une al extremo 3’ no-poliadenilado de
los mMRNA maternos (Figura 3). Las proteinas elF4E y su transportador en
conjunto con Cgh-1 han sido implicados en llevar a los MRNAs maternos a los
cuerpos de procesamiento de RNA (Andrei et al., 2005). Este subcomplejo
secuestra al factor de inicio de la traduccion elF4E y evita que lleve a cabo su
funcion. La proteina elF4E se requiere para unirse al cap 5’ y activar la union
de otros factores traduccionales al mMRNA (Minshall y Standart, 2004; de Moor,
2005; Coolegrove-Otero, 2005). Este modelo sugiere la circularizacion del
MRNA donde los extremos 3’ y 5 estan al mismo tiempo unidos a este
subcomplejo regulatorio (Figura 3).

Otros estudios demuestran que el ortélogo en levadura, Dhhl es capaz
de reprimir la traduccion de mensajeros actuando directamente sobre la
subunidad 40 S e independiente de factores de inicio de la traduccion (Coller y
Parker, 2005).
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AAAAAAAAAAAN

Traduccién

m7Gppp ' AAAAAAAAAAAN

Figura 3: Modelo propuesto de las interacciones de Cgh 1 (Xp54) (Weston et al., 2006)
muestra tres estados: de degradaciéon en donde interactiia con pat, a través de RNA con Car;
en este mismo complejo existe un dimero de FRGY2 y un CPEB en un mRNA sin cap 5’ ni
poliA.

De almacén en donde se encuentra Cgh y Car interactuando a través de RNA, FRGY2 se
encuentra fosforilado y el CPEB interatuando con el factor 4E-T y elF4E. En el estado de
traduccion Cgh se encuentra aparentemente inactivado por fosforilacion, la PABP se une a

elF4G y permite la entrada del ribosoma para traducir al mRNA.

Recientemente se han estudiado los componentes de la maquinaria de
interferencia de RNA en los cuerpos de procesamiento. Se ha encontrado que
en células humanas, el ortélogo de Cgh-1, RCK, colocaliza con Argonauta 1y 2
(Chu y Rana, 2006) y ademas es esencial para el silenciamiento de mRNAs a
través de miRNAs.

En humanos, Cgh-1 se expresa en varios tejidos somaticos,
especialmente tejidos de alto recambio celular, pero en algunos organismos
como Xenopus laevis y C. elegans es exclusivo de linea germinal, forma parte
del citoplasma germinal y su ausencia provoca la traduccion de mRNAs que
normalmente estan silenciados (Nakamura et al., 2001).

Por otro lado, los granulos germinales no son los Unicos granulos
presentes en las células germinales, también se encuentran cuerpos de

procesamiento y otros granulos de procesamiento de RNA y en todos ellos se



encuentra Cgh-1, aunque no se sabe cual es la relacion entre ellos (Anderson y
Kedersha, 2006).

Por otro lado, algunos trabajos en Xenopus laevis han reportado la
presencia del ortélogo de Cghl (Xp54) en el nucleo, formando un complejo
ribonucleoprotéico, por lo que se ha propuesto que dicho componente une a los
MRNAs desde el ndcleo, después de ser transcritos, probablemente ejerciendo
un control a nivel post-transcripcional. La proteina contiene sefiales NLS y NES
que le permite entrar y salir del nucleo aparentemente so6lo en vertebrados

(Weston y Sommerville, 2006).

Proteinas que interactian con Cgh-1

Se han encontrado pocas proteinas que colocalizan con Cgh-1 en dichos
granulos, entre los cuales se encuentra Car-1, una proteina de unién a RNA,
cuya interaccion con Cgh-1 es a través de mRNA, como ocurre con CPEB
(Boag et al., 2005). También interactian indirectamente con factores de
traducciéon, como elF4E (Andrei et al., 2005), ademas de la enzima que elimina
el cap (Dcp 1y 2; Coller et al., 2001). Se ignora todavia la relacion que existe
entre estos componentes y su papel en el mantenimiento de la linea germinal,
aungue se ha propuesto que el citoplasma germinal estabiliza a los mMRNAs con

el complejo que forma Cgh-1 (Weston y Sommerville, 2006).



JUSTIFICACION
Las células germinales son totipotenciales y pueden dar origen a cualquier tipo
celular de un organismo. Conocer los mecanismos de accion de los granulos
que las caracterizan nos permitiria entender mas claramente cémo se lleva a
cabo el desarrollo de los organismos, el control de la diferenciacion celular,
ademas del control de la expresion de ciertas proteinas y el control de la
correcta transmision de la herencia genética en condiciones normales. Se ha
identificado al citoplasma germinal como el complejo que alberga a dichos
elementos o determinantes y se han encontrado particulas similares en células
somaticas que controlan la traduccibn de RNAs mensajeros, pero se
desconocen los componentes y los mMRNAs que silencian.

Para poder responder qué papel juega Cgh-1 en el mantenimiento de la
linea germinal del pez cebra, primero es esencial demostrar que ésta proteina
es, efectivamente, exclusiva de linea germinal y necesaria para su

sobrevivencia y funcién en pez cebra.

HIPOTESIS
Si la helicasa Cgh-1 es parte del citoplasma germinal en pez cebra, podremos

detectarla solamente en sus células germinales mediante hibridaciones in situ.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
e Generar las herramientas necesarias para la caracterizacion de Cgh-1
de pez cebra y estudiar el patron de expresion del mRNA de cgh-1 en

embriones de pez cebra.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar y clonar al gen cgh-1 de pez cebra y hacer un analisis
filogenético con los homadlogos en otros organismos.

2. Determinar en qué etapa del desarrollo se encuentra el mMRNA de cgh-1
a través de la técnica de RT-PCR.

3. Determinar si en embriones completos de pez cebra el mMRNA de cgh-1
se expresa en células germinales por medio de hibridaciones in situ.

4. Titular un anticuerpo dirigido contra Cgh-1 a través de Western Blot.

5. Generar una proteina de fusiéon con GFP (“Green Fluorescent Protein”) y

la proteina homéloga de Cgh-1 en C. elegans.



METODOS

Mantenimiento de una colonia de pez cebra
Los peces se mantuvieron en tanques con un sistema semi-automatizado de
circulacion, calentamiento y purificacion de agua con pH de 6.8-7.2,
conductividad de 450-500 ohms y temperatura de 28° C. El cuarto donde esta
el acuario se mantuvo a una temperatura de 24 °C. Fotoperiodo: 14 horas luz y
10 de oscuridad. Las larvas de peces se alimentaron con paramecio 3 veces al
dia y los adultos con artemias y hojuelas maceradas de alimento comercial
(Tetramin Pro) para peces 2 veces al dia.

Se uso la cepa TAB-14 (cruza de “Tubingen (T) y cepa de Oregon (AB)) vy
NOP (no portador de mutaciones, fondo genético TAB-14) y para obtener
embriones se puso un macho y una hembra en una caja de cruza con agua de
acuario, se colocaron en la tarde y al dia siguiente en la mafana se revisaron si
hay huevos fecundados. Los embriones se recolectaron con un colador, se
lavaron con agua de acuario con azul de metileno (0.01 %) para evitar la
proliferacion de hongos y se colocaron un maximo de 60 embriones en cada
caja de petri. Se mantuvieron en una incubadora a 28°C. Se revisaron en los

dias 1, 3y 5 para retirar los embriones muertos.

Técnicas basicas de biologia molecular

Analisis de las bases de datos: Se buscaron las secuencias de
proteinas ya reportadas como homoélogos de cgh-1 de C. elegans en las bases
de datos de otros organismos (C. elegans y Homo sapiens) (Ensembl), estas
secuencias se usaron para buscar en la base de datos del pez cebra las
secuencias mas parecidas. Las secuencias reportadas como homodlogos de
cgh-1 en otros organismos se compararon con las secuencias candidatas de
pez cebra a través de un alineamiento mdultiple, que después se usé para el
andlisis filogenético y comprobar que la secuencia encontrada corresponde al
homologo en pez cebra.

Geles de agarosa: Se us6 agarosa al 1% en TBE (Tris 0.089 M, EDTA-Na;
0.002 M, acido Bérico 0.089 M) y se corrié 30 minutos a 100 Volts para analizar

productos de PCR y plasmidos digeridos con enzimas de restriccion.



Clonaciones:

-Se disefaron oligonucleétidos para clonar a cgh-1, se realiz6 un PCR cuyo
producto se inserté en un plasmido TOPO para clonar productos de PCR que
tiene extremos T que se aparean con los extremos A que genera la enzima Taq
polimerasa.

- Para hibridaciones in situ: Se buscaron en las bases de datos de pez cebra
los genes mas parecidos a cgh-1 localizando regiones suficientemente
diferentes entre el gen cgh-1 y otras helicasas tipo DEAD de pez cebra para
disefiar una sonda especifica para cgh-1. Este fragmento se subcloné usando
enzimas de restriccion en el vector pBluescript Il. Se utiliz6 como control
positivo el gen Dead End (dnd) que se ha reportado como gen que se expresa

exclusivamente en células germinales de pez cebra.

Preparacion de células competentes: Se inocularon 10-12 colonias de
bacterias DH5a a 250 mL de medio SOB (extracto de levadura 0.5%, triptona
2%, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM, MgS04 7H,O 10 mM) en un
matraz de 2 L, se incubaron a 18° C a 200-250 rpm hasta que el cultivo alcanz6
una ODsgs de 0.6. Se enfrio el matraz en hielo por 10 min. Se centrifugé a 3000
X g por 10 min a 4°C, se retir6 el sobrenadante y se agregaron 80 mL de TB
(PIPES 10 mM, CaCl, 2H,0 15 mM, KCI 250 mM, MnCl; 4H,0 55 mM) frio y se
incub6 en hielo por 10 min. Se centrifugé a 3000 rpm por 10 min a 4°C, se
retird el sobrenadante y se resuspendio en 20 mL de TB frio, se agregaron 1.4
mL de DMSO, se mezcld e incubd en hielo por 10 min. Se hicieron alicuotas de

500 pL y se congelaron en nitrégeno liquido, se guardaron a -70°C.

Transformacion: Se descongelaron en hielo las bacterias competentes,
se agrego el plasmido (1:200 uL), se mezclé suavemente e incubo en hielo 15
min. Se dié choque térmico por 60 seg a 42° C. Se transfirié rapidamente a
hielo. Se adicionaron 250 pL de medio SOC (medio SOB + glucosa 20 mM). Se
incubd en agitacién a 37°C por una hora. Se centrifugd a velocidad maxima 30
seg, se decantd, resuspendio y plaqued en cajas con LB (Triptona 1%, extracto

de levadura 0.5% y NaCl 1%) y el antibi6tico de seleccién.



PCR para clonar a cgh y para verificar el inserto de los plasmidos:

Se uso Buffer de PCR 10X, MgCl, 2 mM, dNTPs 0.2 mM, primers 0.5 uM , y
Taq polimerasa a 2.6 U/ 50 pL. Se usaron 2 programas en el termociclador

PTC-200:
1) 94° 2 min 2) 94° 2 min
94° 30 seg 94° 15 seg
60° 30 seg 30 veces 60° 30 seg 0 veces
68° 2 min 68° 1.5 min
72° 10 min 72° 10 min
Tabla 1:0ligonucleétidos disefiados para clonar a cgh-1 de pez cebra:
Nombre | Blanco Posicién Secuencia Objetivo
cvl cgh-1Dr |Base 102 GCTCTAGACTCCACTGTTGTTTGTCGCTC | Clonary secuenciar cgh
cv2 cgh-1Dr |Base 41 GCTGTGGGAAGGACGACTTGC Clonar y secuenciar cgh
cv3 cgh-1Dr |Base 41 GCTCTAGAGCTGTGGGAAGGACGACT Clonar y secuenciar cgh
cvd cgh-1Dr |Base 1638 |GGGGTACCTGGGATAGGGGACAAAGGA | Clonary secuenciar cgh
cv5 cgh-1Dr |Base 1753 | GGGGTACCAAGAGGGAGGTGGGAGTAGA | Clonary secuenciar cgh
cv6 cgh-1Dr |Base 1753 | AAGAGGGAGGTGGGAGTAGAGGAA Clonar y secuenciar cgh
cv9 cgh-1Dr |Base 196 CCGAGTCCTATTCAAGAAGCATC Secuenciar cgh
cv10 Cgh'l Dr Base 495 CATCGCCACCCCAGGAAG Secuenciar cgh
cvll cgh-1Dr |Base 796 | GCTTCTCTTGAACAAAGGC Secuenciar cgh
cvl12 cgh-1Dr |Base 784 | CAAAGGCATAGTATTGGGTG Secuenciar cgh
cvl3 cgh-1Dr |Base 204 TCTTCTTCCAGTCATCTCCAGGC Secuenciar cgh
cvl4 cgh-1 D r |Base 466 TTTCTTCAGGTCTATGCGTTCAAG Secuenciar cgh
cvl5 cgh-1Dr |Base 1081 [TCCTGTTTCTACATTCATGCCAAG Secuenciar cgh

Tabla 2: Pldsmidos obtenidos en este trabajo. Todas las construcciones fueron secuenciadas

en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

kb
Nombre | Plasmido origen |Inserto inserto | Objetivo Promotor
pCV1l TOPO cghl D. rerio 1.753 | Clonar y secuenciaracgh |T7
pCV2 pDONR cgh C. elegans 1.6 | Fusién GFP vector entrada | -

Fusion GFP

pCVv3 plD3.01B cgh C. elegans 1.6 [ vector de expresion Pie-1
pCV4 pBLUESCRIPT Il KS | cgh D. rerio 0.909 [ sonda ISH T7
pCV7 pBLUESCRIPT Il KS | myoD D. rerio 0.7 | sonda ISH Control T3
pCV10 [pBLUESCRIPT Il KS|Dnd D. rerio 0.450 |sondalISH T7




Construccion de la proteina de fusion de Cgh-1 de C. elegans con la
proteina verde fluorescente

-Para generar la proteina de fusion Cgh-1::GFP de C. elegans: se uso el
sistema Gateway de Invitrogen con el que se subcloné el gen cgh-1 de C.
elegans en un vector (pID3.01B), que tiene el promotor del gen pie-1 de
expresion gonadal y fusiona a la proteina verde fluorescente al extremo amino
del gen de interés.

Se usaron oligonucleétidos y ADN de C. elegans proporcionados por la Dra.
Rosa Navarro para clonar el gen de C. elegans en vectores del sistema
GATEWAY de Invitrogen, que funciona con sitios de recombinacion.

Se realizé el PCR con el siguiente programa:

ler paso: Desnaturalizacion a 94° C por 4 min.

2° paso: 5 ciclos de desnaturalizacion a 94° C por 30 seg, alineamiento a 55° C
por 45 seg y extension a 72° C por 2 min.

3er paso: 20 ciclos de desnaturalizacion a 94° por 30 seg, alineamiento a 45°
por 45 seg, extension a 72° por 2 min.

4° paso: extension final a 72° por 4 min.

El producto de PCR se clond por recombinacién tipo BP (el producto de PCR
tiene sitios de recombinacibn B y el vector pDONR tiene sitios de
recombinacién P) en el vector pDONR, produciendo la construccion pCV2.
Para la reaccién de recombinacién BP se combinaron en un tubo 4.5 uL de
Buffer TE, 0.5 pL del producto de PCR, 1 pL del plasmido pDONR 201 (150
ng/uL), 2 uL del buffer de la clonasa y 2 pL de la enzima clonasa. Se incubé a
25° C toda la noche, se agregd 1 pL de proteinasa K, se incub6 por 10 min a
37° C y se transformaron células competentes DH5a utilizando kanamicina
como marcador de seleccion.

El plasmido resultante (pCV2) se recombind con un vector de expresion
plD3.01B que tiene el promotor pie-1 produciendo el plasmido pCV3 que ya
presenta la proteina verde fluorescente con Cgh. Reacciéon de recombinacion
tipo LR (el plasmido pCV?2 tiene sitios de recombinacion L y el plasmido destino
plD3.01B tiene sitios de recombinacion R): se combinaron en un tubo
eppendorff 3 pL de buffer TE, 1.5 de pCV2, 1.5 pL de pID3.01B, 2 pL del buffer
de la clonasa LR y 2 pL de la enzima Clonasa LR. Se incub6 a 25° C toda la

noche, se agreg6é 1 pL de proteinasa K, se incubdé por 10 min a 37° C y se



transformaron células competentes. Se us6 ampicilina como marcador de

seleccion.

Biobalistica: La construccion de la proteina de fusion se introdujo en la
gonada del C. elegans (también referidos aqui como “los gusanos”) con la
técnica de “biobalistica”, que consiste en bombardear a los gusanos con perlas
microscépicas bafiadas en el plasmido de interés.

Preparacion de balas de oro: Se lavaron las perlas de oro (Biorad) con etanol al
70% y luego 3 veces con agua estéril. Se resuspendieron en glicerol estéril al
50%. Se tomd una alicuota de 100 pL y se precipitd el plasmido a usar
agregando 10 pg de DNA, 100 uL de CaCl, 2.5 M, 40 pL de espermidina fria.
Se lavé 3 veces con etanol al 70%, finalmente se agregaron 96 uL de etanol al
100% para resuspender la pastilla. Se agregaron 500 pL de PVP
(polivinilpirrolidona), se mezclé y se pasaron a un tubo de 15 mL y se llevaron a
un volumen de 3 mL. Estos 3 mL se usaron para llenar 75 cm de tubo seco de
3 mm de didmetro usando una jeringa. El tubo cargado se mont6 en la estacién
de preparacion del tubo. Se dejé que las perlas se asienten por 5 min. Se retird
el etanol a una velocidad de 0.5-1 pulgadas por seg. Se rot6 180° unos seg y
después se hizo rotar el tubo por 30 seg. Se hizo fluir nitrdgeno a una presion
de 0.35-0.4 LPM por 5 min. Se saco el tubo de la estacion y se corté en
fragmentos de 1 cm. Se guardaron en viales de vidrio y se almacenaron a 4° C.
Preparacion de los gusanos: Para el bombardeo se usaron 60 cajas grandes
con gusanos adultos jovenes (4 dias), crecidos en medio EP (200 mM NacCl,
20% bactotriptona, 25% agar, 5 mg colesterol, 1 mM sulfato de magnesio y 25
mM de fosfato de potasio), sembrado con bacterias NA22. Se colectaron los
gusanos con medio M9 (22 mM de KH,POy4, 42 mM Na;HPO4, 86 mM de NaCl,
1 mM MgSO,) y se lavaron 2 veces con M9. Se resuspendieron en 7 mL los
gusanos de 30 cajas. Se colocaron 6 o 7 gotas de 140 pyL c/u en cada caja
nueva con alimento y se dejo secar.

Transformacion: Los tubos se insertaron en cartuchos del sistema “Helios Gene
Gun” de Biorad. Los disparos se hicieron a presiones de 500 psi (primera
valvula) y 300 psi (segunda valvula). Se cargoé la pistola con el cartucho que
contiene el DNA. Se hizo un disparo en cada gota, a 2 cm de distancia. Los

gusanos se dejaron crecer a 24°C y las cajas se revisaron una semana



después. Después de varios dias de recuperacion, se buscaron gusanos
capaces de moverse y con fluorescencia. Para ello, se utilizé un microscopio
Zeiss StemiSV11 con epifluorescencia para determinar si alguno de los
gusanos descendientes de los tratados heredo la construccion integrada en su

genoma.

Extraccion de RNA para la deteccion del mRNA de cgh-1 a través de RT-
PCR:

Se colocaron de 20-100 embriones de pez cebra en un tubo eppendorf y se
agregaron 800 pL de Trizol a temperatura ambiente. Se homogeneizé
extensivamente con un pistilo estéril desechable. Se agregaron 200 uL de
cloroformo y vortexearon por 20 seg. Se dejé a temperatura ambiente por 3
min. Se centrifugd a 4° C por 15 min a 12000 x g. Se transfirieron la fase
acuosa a un tubo nuevo. Para precipitar se agregaron 500 pL de isopropanol,
se mezclo y se dejé a temperatura ambiente por 10 min. Se centrifugé a 4° C
por 10 min a 12000 x g. Se retir0 el sobrenadante. Se lavo con 1 mL de etanol
al 75% con agua tratada con DEPC. Se centrifugd a 4°C por 5 min a 7500 x g.
Se retird el sobrenadante y se dejo secar. Para eliminar el DNA gendmico se
resuspendio la pastilla en 34 uL de agua tratada con DEPC, 6 uL de Buffer de
transcripcion 10X (Roche) precalentado a 37° C y 20 pL de DNAsa (Roche), se
coloco a 37° C por una hora. Se agregaron 140 uL de agua DEPC y 200 uL de
Fenol-Cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se vortexeé 20 segundos y se
dejé a temperatura ambiente por 3 min. Se centrifugd a 4° C por 15 minutos a
12000 x g. Se transfirié la fase acuosa a un tubo nuevo. Se precipité con 500
UL de isopropanol, se mezclé y dejé a temperatura ambiente por 10 min. Se
centrifugd a 4° C por 10 min a 12000 x g, se retir6 el sobrenadante. Se lavo 2
veces con 1 mL de etanol al 75% con agua DEPC, se centrifug6 a 4° C por 5
min a 7500 x g. Se dej6 secar la pastilla al aire. Se resuspendié en 1 uL de
agua tratada con DEPC por 14 embriones para RT-PCR.

Cuantificacion: se calento la muestra a 65° C por 10 min y se transfrio a
hielo por 2 min. Se diluyeron 5 yL en 1 mL de agua DEPC y se midio la
absorbancia en una celda de cuarzo a 260 y 280 nm. La concentracion se
calculé con la siguiente formula: [RNA pg/uL]=abs 260 X 40X dilucién / 1000



RT-PCR para detectar al mRNA de cgh-1 en diferentes estados de
desarrollo de pez cebra:
A partir de RNA extraido con el protocolo anterior se sintetizO cDNA y después
se hizo una amplificacion por PCR.
Para sintetizar cDNA, se mezclo en un tubo:

Hasta 5 pg de RNA

Oligo dT 10 mM 1L
Mezcla de dNTPs 10 mM lpL
Agua DEPC para completar 10 pL

Se incubd a 65° C por 5 min y se transfirié a hielo por 1 min. Y después

se agrego6 la siguiente mezcla de sintesis de cDNA:

Buffer RT 10X 2 uL
MgCl, 25 mM 4 uL
DTTO0.1M 2 L
RNaseOUT (40 U/uL) 1L

Transcriptasa reversa SuperScript 111 (200 U/uL)1 pL
Se incubd a 50° C por 50 min. Se termind la reaccion a 85° C por 5 min,
después se enfrio en hielo y se centrifugé brevemente, posteriormente se
afadié 1 pL de RNasa H e incubd por 20 min a 37° C. Después se hizo el PCR

con oligonucleétidos especificos para el gen de interés.

Transcripcion in vitro para generar la sonda para detectar a cgh-1 a

través de hibridaciéon in situ:

Para realizar la transcripcion in vitro se realiza un PCR con oligonucleétidos
disefiados sobre el vector pBluescript, en donde se clonaron las secuencias de

interés.
Tabla 2: Oligonucleétidos disefiados sobre el plasmido pBuescript Il para realizar las

transcripciones in vitro.

oligo Secuencia

emol ACAGCTATGACCATGATTACG
emo?2 ACGTTGTAAAACGACGGCCAG
emo4 TATAGGGCGAATTGGAGCTC
emo5 AGGGAACAAAAGCTGGAGCT
emo6 TATAGGGCGAATTGGGTACC




- Mezcla de reacciéon (Roche)

Buffer de transcripcién 10X 2 pL
Producto de PCR 750 ng
NTPs-Digoxigenina 10 mM 2 pL
Inhibidor de RNAsas (40 U/ uL) 1 pL
Polimerasa T3 o T7 (20 U/uL total) 1 pL
Agua MiliQ DEPC para 20 pL final

Se incub6 a 37° C por 3 horas, después se agregaron 15 puL de DNAsa
(Ambion 2 U/uL libre de RNAsas). Se incubd por 30 min a 37° C, se agregaron
2 uL de EDTA 200 mM en agua tratada con DEPC pH 8 para detener la
reaccion. Se incub6 5 min a temperatura ambiente, después 10 min a 65° C y
se transfirid a hielo por 10 min. Se agregaron 38 pL de agua MiliQ estéril para
dar un total de 75 pL.

Se purificd con columnas pequefias para microcentrifuga: se quitdo la
tapa de arriba y luego la de abajo, se dej6 salir el buffer por gravedad, se
centrifug6 dentro de tubos eppendorf de 2 mL a 1100 x g un min. Se colocaron
los 75 pL de la reaccion y se eluyeron a 1100 x g por 4 min. Se midio el
volumen eluido y se apartaron 10 pL para analizar el producto mediante gel de
agarosa. Se precipitd agregando 0.1 volimenes de acetato de amonio 3M pH
5.2 y 2.5 volumenes de etanol 100%. Se incub6 a -70° C por 30 min. Se
centrifug6 a velocidad maxima a 4° C por 30 min. Se decant6 el sobrenadante y
se lavo con 1 mL de etanol al 70% DEPC. Se centrifugd a 4° C por 5 min a
7500 x g. Se removio el sobrenadante y se dej6 secar por 5 min, se
resuspendié en 80 pL de soluciéon de hibridaciéon HYB+ (formamida al 50%,
SSC 5X, Tween-20 al 0.1%, RNA de levadura 500 pg/mL, heparina 50 pg/ mL)
y se guardoé a -70° C.

Las sondas obtenidas se muestran a continuacion:

Gen oligonucleotidos  Polimerasa Concentracion Kb
Aprox sonda

cgh emo 1y emo6 T3 35 ng/uL 1

dnd emoly emo4 T3 17.5 ng/pL 0.6

MyoD emo2 y emo5 T7 10 ng/pL 1.7



Dot Blot para determinar la cantidad de sonda a usar para las

hibridaciones in situ:

Este ensayo se realiz6 sin hibridar la sonda con el mRNA, se realizé para

estandarizar la cantidad de sonda que se requiere para obtener color al revelar

con los reactivos NBT y BCPI.

Se prepara la mezcla de reaccion en dos diluciones:

1:5 sonda 2 uL 1:50 mezcla 1:5 1L
5X SSC 8 uL agua MiliQ DEPC 9 puL

Se cortaron 2 fragmentos de membrana de nitrocelulosa “Hybond” de 1
X 3 cm. Se colocaron 3 gotas de cada dilucion a cada membrana: una de 1 pL,
otra de 3 pL y la tercera de 5 pL. Se incubaron a 70° C por 45 min. Se lavaron
con 2X SSC (de SSC 20X: NaCl 3M, citrato de sodio 0.3M pH 7) por 5 min en
agitacion. Se lavaron 2 veces con PBST (PBS con Tween al 0.1%) por 5 min en
agitacion. Se bloquearon con solucion bloqueadora (Blocking reagent Roche al
2% en 100 mM de &cido maléico, 150 mM NaCl, 0.1% Tween pH 7.5) en
agitacion por 30 min a temperatura ambiente. Se agreg6 el anticuerpo anti
digoxigenina 1:2000 en solucion bloqueadora y se incubé por 30 min a
temperatura ambiente. Se lavaron 3 veces con PBST por 10 min cada lavado
en agitaciéon. Se lavaron con solucién de coloracién (100 mM Tris pH 9.5, 50
mM MgCl,, 100 mM NaCl, 0.1% Tween-20, 1 mM levamisol) por 5 min. Se
agrego 1 pL de NBT (75 mg/mL en 70% dimetilformamida) y 2 de BCIP (50
mg/mL en dimetilformamida) por cada mL de solucion de coloracion y se incubo

en agitacion hasta que de la reaccién di6 color. Se lavé con PBST 2 veces.

Hibridacion in situ

Se colectaron embriones de pez cebra y se fijaron por 4 horas a temperatura
ambiente y agitacion suave en paraformaldehido al 4% en PBS pH 7.4 recién
preparado. Se pueden guardar deshidratados en metanol a -20° C, haciendo 2
cambios de metanol al 50% por 10 min y 2 de metanol 100% en agitacion.
Antes de usarlos, se rehidrataron con 2 cambios de metanol 50% en agitacion y
2 cambios en metanol al 30% en PBS. Se elimind la capa protectora o corion y
lavaron 3 veces con PBST, se volvieron a fijar con paraformaldehido al 4% por



20 min, se lavaron 2 veces con PBST. Se permeabilizaron con proteinasa K (10

pug/mL) en agitacion el tiempo indicado en minutos:

Embriones de menos de 5 somitas 1 min
Embriones de 6-10 somitas 3 min
Embriones de 11-22 somitas 5 min
Embriones de 24-32 hpf 10 min
Embriones de 33 a 48 hpf 20 min

Se lavaron con mucho cuidado con PBST 3 veces. Se volvieron a fijar
con paraformaldehido al 4% en PBST por 30 min en agitacion y temperatura
ambiente. Se lavaron con PBST 5 veces. Se cambi6 por HYB- (formamida
50%, SSC 5X, Tween-20 0.1%) 3 veces. Se colocaron a 65° C por 5 min. Se
cambié por HYB+ (formamida al 50%, SSC 5X, Tween-20 al 0.1%, RNA de
levadura 500 pug/mL, heparina 50 pg/ mL) calentado a 65° C 2 veces. Colocar a
65° C por 2 horas. Se agrego de 1:200 a 1:66 de la sonda a hibridar (de 0.2-1
pg/mL de RNA), e incubd 12 horas a 65° C en tubos de 500 pL bajo las

siguientes condiciones:

Gen Concentracion de la sonda Tiempo de
revelado

1. cgh-1 1.7 pL de sonda, 0.0595 ng/pL 1:30 hrs

2. dnd 5uL de sonda, 0.35 ng/pL -

3. MyoD 1.5 pL de sonda, 0.03 ng/uL 30 minutos

4. Control - 0 -

Se retiré la sonda y se lavaron en agitacién como sigue:
1.5 mL HYB-y 500 pL de 2X SSCT 15 min, 65° C

1 mL HYB-y 1 mL de 2X SSCT 15 min, 65° C
500 UL HYB- y 1.5 de 2X SSCT 15 min, 65° C
2 mL de 2X SSCT 15 min, 70° C
2 mL de 0.2X SSCT 30 min, 70° C
2 mL de 0.2X SSCT 30 min, 70° C

Se dej6é a temperatura ambiente por 15 min. Se lavé con 1.33 mL de
0.2X SSCT y 670 pL de 1X PBST 15 min a temperatura ambiente. Después se
lavd con 670 pL de 0.2X SSCT y 1.33 mL de 1X PBST 15 min a temperatura



ambiente. Se cambié la solucién anterior por 2 mL de PBST 3 veces y se lavo
por 15 min.

Para bloquear, se cambi6 la solucién con solucién bloqueadora 2 veces
y se dejoé incubar por 4 horas en agitacion a temperatura ambiente. Se
intercambi6 con solucion con anticuerpo antidigoxigenina (1:4000), se incubo
toda la noche a 4° C. Se lavaron con PBST 3 veces a temperatura ambiente.
Se hicieron 3 lavados de 15 min.

Para el revelado, se intercambié por solucién precolorante con tetramizol
y se lavaron 3 veces durante 5 min. Se cambid la solucion de precoloracion y
se agrego tetramizol 1 mM, NBT (75 mg/mL en 70% dimetilformamida) y BCIP
(50 mg/mL en dimetilformamida). Se transfirieron los embriones a placas
excavadas sobre un agitador orbital cubierto con papel aluminio. Se
monitorearon cada 5 min. Se detuvo la reaccién con PBST. Se aclararon los

embriones con glicerol 50% - 80% y se fotografiaron.

Extraccion de proteinas de embriones completos de peces:
Probamos 3 protocolos de extraccion de proteinas:

a) Se enjuagaron los embriones con soluciéon Hank al 10%, se retiro la sol
de Hank y se afiadié 1 pL de buffer SDS (63 mM Tris-HCI pH 6.8, 10%
glicerol, 5% R3-mercaptoethanol, 3.5% SDS) por pez. Se trituraron los
embriones con un pistilo estéril de plastico hasta homogenizarlos.
Después se sumergieron el tubo en agua hirviendo por 1 min, se
centrifugaron por 5 min en una microfuga a velocidad maxima. Se
recupero el sobrenadante.

b) Se enjuagaron los embriones con solucion de Ringer con EDTA y PMSF,
se removieron los vitelos. Se transfirieron los peces en solucién de
Ringer fresco y se enjuagaron 2 veces, se retird la solucion de Ringer y
se afiadieron 2 pL de buffer SDS por pez. Se homogenizaron con pistilo
estéril. Se sumergié el tubo en agua hirviendo por 5 min y se
centrifugaron 2 min a velocidad maxima para luego recuperar el
sobrenadante

c) Se homogenizaron lo embriones con un pistilo en solucién de lisis que
contiene: 250 mM sacarosa, 100 mM NaCl, 2.5 mM MgCl,, 10 mM
EGTA, 20 mM HEPES, 1% Triton X-100, 10 mM NaF,1 mM Na3zVO,, 10



mg/ml leupeptina, 1 mg/ml aprotinina, 1 mg/ml pepstatina A,1 mg/mi
antipaina, 20 mg/ml fluoruro de fenilmetilsulfonil. Se centrifugd 5 miny se

recupero el sobrenadante.

Para el “Western Blot” se usaron 50 pg de proteina en 10 yL de volumen, se
agregaron 2 uL de buffer de carga 6X y 1/5 de volumen de DTT. Se calentaron

las muestras a 95° C por 5 min y se enfriaron en hielo.

SDS-PAGE y “Western Blot”

Para hacer el gel de poliacrilamida se mezclan por separado:

Gel separador Gel Concentrador

- Buffer separador (Tris 3M, 1%

SDS, HCI 0.5M pH 8.9) 625 pL --
- Buffer concentrador (Tris 0.5M) -- 250 pL
- 30% Archilamida-Bis (29:1) 1650 pL 200 pL
- SDS 10% 50 pL 20 pL
- Agua desionizada 2620 pL 1508 pL
- PerspLfato de amonio 10% 50 L 20 pL
- TEMED 5L 2 uL
Volumen final 5SmL 2 mL

El gel se corrid en un buffer de electroforesis (Glicina 200 mM, Tris 25 mM,
SDS al 0.1%) a 0.02 amperes por 40 min.
Después se transfirieron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa
previamente sumergida en metanol. Se montd la transferencia en el siguiente
orden:

Polo -

Esponja

Filtro

Gel

Membrana

Filtro

Esponja

Polo +



Se us6 el Buffer de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina, metanol
20 % pH 8.3) y se realizo la transferencia a 0.5 amperes en cuarto frio por 2
horas.

Posteriormente se hizo la inmunodeteccion, para lo cual, se bloqueé la
membrana en TBS 1X (Tween 0.1%) con 5% leche por 1 hora. Se agregé el
anticuerpo primario y se incubé a 4° C toda la noche en agitacion. Se lavo 5
veces (5 min c/u) con TBS 1X Tween 0.1% a 4° C. Se agreg0 el anticuerpo
secundario 1:1000, se incub6 1 hora a 4° C. Se lavo 3 veces (5 min c/u) con
TBS tween. Ultimo lavado con TBS por 10 min. Para revelar en cuarto oscuro:
Se uso el kit “SuperSignal West Dura” de Pierce. Se incubd la membrana en
solucién de luminol (Buffer y sol peroxidasa 1:1) por 5 min a temperatura
ambiente. Se enjuag6 en TBS y se montd la membrana en plastico adherente.
Se colocé dentro del cassette y se expuso a una pelicula fotogréafica. Se reveld
la pelicula con solucion reveladora y luego en solucion fijadora. Se enjuagé con

agua y se dejo secar.



RESULTADOS:

Identificacion del gen cgh-1 en las bases de datos:

La clonacion del gen cgh-1 en pez cebra se hizo utilizando la secuencia
del gen cgh-1 de C. elegans (NP_498646). Se realizaron busquedas con el
algoritmo BLAST que identificaron las secuencias en pez cebra con nimero de
acceso XM_679831 y XP_707715.1 de 1754 bp y 1625 bp respectivamente, en
el cromosoma 16 con una alta homologia con cgh-1 de otros organismos
(Figura 6b). Estas secuencias aparecieron por primera vez depositada en el
“Genbank” a finales de Junio del 2005. Por medio de una alineacion de
secuencias se identificaron los 9 dominios conservados de cgh-1. Se
identificaron las cajas caracteristicas de las helicasas DEAD, que son: Motivo
Q, I: AXXGXGKT que une ATP; la: PTRELA que une al RNA sustrato; Ib: TPGR
también une a RNA sustrato; 1l: DEAD une ATP; Ill: SAT coordina la actividad
de la hidrélisis de ATP con la de helicasa; IV: LiF que se une al sustrato, V:
ARGID une al sustrato; y VI: HRXGRxXGR une ATP. Ademas se identificé una
secuencia de localizacion nuclear cerca del amino terminal, seguido de una
sefal de exportacion del nucleo y una secuencia de fosforilacion cerca del
carboxilo terminal. (Figuras 4y 5).

Por medio de busquedas por homologia (BLAST) en las diferentes bases de
datos y alineamientos mudltiples (CLUSTALW) nos aseguramos que
XM_679831 es la secuencia mas similar a cgh-1 en el genoma de pez cebra.

Buscando la secuencia gendmica y el locus, observamos que estas
secuencias estan en la misma posicion, es decir que se trata del mismo gen,
probablemente la segunda secuencia es producto de un “splicing” alternativo
de RNA. Posteriormente, se realizé una segunda busqueda de homologos de
cgh-1 y se encontré una secuencia que posiblemente corresponde a otro gen
cgh en pez cebra en el cromosoma 18 al que nombramos cgh-2, con namero
de acceso XP_001340860. Se hizo un andlisis filogenético usando las 2
secuencias reportadas como posibles homélogos de cgh-1 en pez cebra y los
de C. elegans, C. intestinales, T. rubipens, D. melanogaster, X. laevis, vy
humano; usando como grupo externo al factor de inicio de la traduccion elF4A
y se encontré que las proteinas reflejan las relaciones filogenéticos que existen

entre los organismos sometidos al analisis, ya que las secuencias de pez cebra



caen en el grupo de los peces; lo que significa que las secuencias de pez
cebra son homologos de cgh-1 (Figuras 4 y 6). Para el trabajo subsiguiente nos
basamos en la secuencia de cgh-1 de pez cebra. En la figura 6b se puede ver
que la similitud de cgh-1 de pez cebra y otros organismos es muy alta, en todos
los casos, superior al 60%, reafirmando que sea el homologo.

Posteriormente, tomamos la secuencia de cgh-1 de pez cebra y la
comparamos con otras helicasas del mismo pez para buscar secuencias
distintivas que nos permitan distinguir a cgh-1 de otras helicasas DEAD Box
(figura 5). Encontramos a los factores de inicio de la traduccion elF4A y elF4B,
gue son proteinas DEAD box. Encontramos otras dos proteinas muy parecidas,
que no se han descrito todavia, nombradas “polipéptido DEAD 48" y “transcrito
1 asociado a HLA-B". Estas cuatro secuencias fueron comparadas con cgh-1
de pez cebra y se encontrd que la region 5’ es la mas variable.
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Figura 4:
Alineamiento de la
secuencia de
aminoacidos de los
ortélogos de Cgh-1 de
C. elegans (Cgh-1),
D.melanogaster
(Me31B) X. laevis
(Xp54), H. sapiens
(RCK), y las dos
secuencias de pez
cebra (D.r.cghly D.
r. cgh2), ademas del
factor de inicio de la
traduccion elF4A de
Danio rerio. Se
observa la alta similitud
entre todas ellas,
sobretodo el las
regiones centrales.
Los recuadros delimitan
los dominios
caracteristicos de las
helicasas DEAD box:
en naranja el dominio
Q, en morado el motivo
I, en verde el motivo la,
en rosa el motivo Ib, en
rojo el motivo II, en
amarillo el motivo Ill, en
azul cielo el motivo IV,
en lila el motivo V y en
azul rey el motivo VI.
Figura hecha por el Dr.
Ernesto Maldonado con

el programa McVector.
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Celegans-elF4A
{Zebraﬁsh-aIHA-lsoA Organismo aa  Organismo aa similitud %

Zebrafish-elF4A-lsoB = = == = == =
.rerio 484  C.elegans 430 67

100

D
Human-elF4A-lsot D.rerio 484 D melanogaster 459 64
Saccharomyces-dhh1 D.rerio 484 H. sapiens 472 89
Neurospora-dhh1 D.rerio 484 M. musculus 483 89
Drosophila-me31B D. rerio 484 X. laevis 481 88
D.rerio 484 S.solidissima 449 69
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Figura 6: Andlisis filogenético de los homélogos de Cgh y de elF4A como grupo externo.

a) para el arbol filogenético se uso6 un alineamiento multiple generado por el programa ClustalW
y el método “Neighbor Joining”. El arbol se probdé con “Bootstraping” con 1000 iteraciones. Los
nameros en los nodos representan el porcentaje de confianza. Realizado por el Dr. Ernesto
Maldonado.

b) Tabla que muestra los porcentajes de similitud de la secuencia de aminoacidos entre la
secuencia de cgh-1 de pez cebra comparado con cada uno de los homélogos en otros

organismos.



Clonacién del gen cgh-1 de pez cebra:

Se realiz6 el PCR con el programa 1 y los oligonucle6tidos cv2 cv6 usando
cDNA de embriones de 3 dias y se obtuvo la banda esperada de 1.7 kb que
corresponde a la secuencia codificadora y parte de las secuencias no
codificantes a ambos lados (figura 7, gel izquierdo). Esta secuencia se clon6 en
el vector TOPO de Invitrogen, se nombro a esta construccion pCV1. Se verificd
el inserto por PCR (Figura 7, gel derecho) y se verific6 por secuencia en la

unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.
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Figura 7: pCV1: Clonacién del gen cgh-1 de pez cebra en el plasmido pCV1. En el gel de la
izquierda, el carril 1 corresponde al PCR de cgh-1 que muestra una banda de 1713 bp. El carril
2 corresponde a Actina de 400 bp. En el gel de la derecha, los carriles 1 al 6 son PCR de
diferentes clonas en donde vemos el inserto de 1713 bp, excepto en el carril 2, esta clona no se

utilizé.

Se hizo una busqueda de secuencias de nucleétidos similares al
homologo de cgh-1 en el genoma de pez cebra y se hizo un alineamiento para
buscar regiones variables entre cgh-6 y otras helicasas tipo DEAD que nos
permitan disefiar una sonda especifica para cgh-1 y se determiné que la regién
del extremo 5’ es adecuada (Figura 5).

A partir de la construccion pCV1 del gen completo, se subcloné el
fragmento de 909 bases de la regién 5, que es la mas variable entre las

helicasas de RNA de pez cebra. Para ello se usaron las enzimas de restriccion



Not 1 del plasmido TOPO (pCV1) y Sacl del gen cgh-1 que corta en la base
944 y se liberé el fragmento de 909 bases, se insertd en pBluescript digerido
con las mismas enzimas generando el plasmido pCV4 (Figura 8). Esta
construccion se mandé secuenciar y por medio de un BLAST en la base de

datos del NCBI se confirm6 su identidad.

Figura 8: pCV4 Clonacion del fragmento 5’ de 909 bp de
cgh de pez cebra en pBluescript para hibridacién in situ.
MW: marcador de peso molecular, 1y 2 clonas de pCV4 en

donde se observa la banda de 909 pb producto de

cgh digestion con las enzimas de restriccion Notl y Sacl.

Sonda control (Dead end)

Se ha reportado que la expresion del gen Dead end es exclusivo de linea
germinal en pez cebra, por lo que se usarda como control para marcar células
germinales. La digestion con Hincll del plasmido IRBO ID 7412116 comprado a
Open Biosystems, libera 3 fragmentos de este gen y de ellos se subcloné el
fragmento central de 447 bases en pBluescript y se mandd secuenciar, con lo

gue verificamos que corresponde a dnd (Figura 9).

MW 1 2 3 4 5
Figura 9: pCV10: clonacion de un

fragmento de 450 bp de Dead end
(flecha) como  control  para
hibridaciones in situ. MW: Marcador
de peso molecular. Carriles 1-5 son

and clonas de pCV10.




Expresion del mRNA de cgh-1 durante el desarrollo de pez cebra

Se determind la expresion temporal del RNA mensajero de cgh-1 mediante la
técnica de RT-PCR, para lo cual se extrajo RNA de ovocitos sin fertilizar y de
embriones de 32 células, escudo, 3 somitas, 14 somitas, 24 hpf (horas post-
fertilizacion), 2, 3 y 5 dpf (dias post-fertilizacion) y de adulto completo. Se
realizd un control sin transcriptasa para corroborar que el producto amplificado
corresponda al RNA y no a la secuncia gendmica. Se realizé el PCR control
con los oligos Actin F1 y Actin R1 que amplifican un fragmento de 400 pb de un
gen de expresion constitutiva (actina). Para cgh-1 se usaron los oligos cv6 y
cv15 que dan un producto de 524 pb. Ambos productos se corrieron en un gel
de agarosa al 1% (figura 10).

Este experimento nos muestra que el gen se expresa durante todas las
etapas del desarrollo, incluso en baja cantidad en ovocitos sin fertilizar y en
organismos adultos. Sin embargo, los oligonucle6tidos usados no nos permiten
distinguir la expresion de uno u otro gen, por lo que la banda observada en el

gel puede corresponder a cgh-1, cgh-2 o ambos (Figura 10).

14 somitas
24 hpf

2 dpf
14 somitas

32 células
32 células
Escudo

Escudo
3 somitas

3 somitas

MW
Ovocitos
3 dpf

5 dpf
Adulto
MW
Ovocitos

cgh-1
actina
o

Figura 10: RT-PCR de peces en diferentes estadios de desarrollo para cgh 1/2 y actina como
control de carga. En el gel de la izquierda se muestra la banda de 524 pb de cgh para cada
etapa de desarrollo probada y en el gel de la derecha se observa la banda control de actina de

400 pb para cada etapa del desarrollo probada.



Aproximaciones en la determinacién de la region en gue se expresa el
MRNA de cgh-1 en embriones de pez cebra

Transcripciones in vitro:

Se hicieron los PCRs usando los plasmidos pCV4, pCV10 y MyoD, este ultimo
proporcionado por el Dr. Isaac Skromme de “University of Chicago” de los EU;
se purificaron de gel con el kit PCR purification de QIAGEN y se limpiaron con
fenol/cloroformo (como sugerencia de la Dra. Diana Escalante) seguido de
precipitacion con etanol, después se realizaron las transcripciones in vitro
(Figura 11).

A) B)

Mw 1

cgh

« myoD
+«— cgh

+«—dnd

Figura 11: Transcripcién in vitro A) Productos de PCR que se usaron como templado para
hacer las transcripciones in vitro de cada sonda, se observa una banda de 1 kb para cgh-1,
una banda de 1.7 para myoD y una de 600 bp para dnd. B) Se analizaron 10 puL de sonda
después de la limpieza con la columna de sefarosa, en gel de agarosa 1% no desnaturalizante,
por lo que se observa la banda principal con barrido y no corresponde a su peso exacto. MW:
marcador de peso molecular. Carril 1: cgh, 2: dnd y ultimo carril: myoD.



Se realizaron los ensayos de “Dot Blot” para determinar la cantidad de
sonda a usar en las hibridaciones in situ (Figura 12). En las membranas
observamos que la sefal de color que resulta del revelado de la sonda no
cambia mucho en ambas diluciones, probablemente a que la reaccion se

encuentra saturada en ambas condiciones.

cgh-1 dnd myoD Dilucion
s 1:5
2 ;
_ 1:50
o @ '8

Figura 12: Dot Blot de las 3 sondas usadas en la hibridacion in situ. Se probaron 1, 3y 5 uL
para cada sonda (cgh, dnd y myoD) en cada dilucién (1:5y 1:50) para determinar la dilucién

aproximada de sonda para usar en la Hibridacién in situ.

La hibridacion in situ con la sonda de cgh-1 muestra sefal en todo el
cuerpo del embrion, lo que indica que este gen es probablemente de expresion
somatica, contrario a lo que suponiamos, aunque la sonda detecta la expresion
de cgh-1y 2.



Figura 13: Hibridacién in situ: En embriones de 14 somitas A) Sonda cgh-1 cuya sefial se

observa tenuemente en todo el cuerpo del embrién, A’) Acercamiento del recuadro en donde se
observa una tenue coloracion violeta que indica la presencia del mRNA de cgh-1; B) Sonda dnd
sin sefial, B’) Acercamiento del recuadro; C) Sonda MyoD con clara sefial en cada par de
somitas a lo largo del embrién, C’) Acercamiento del recuadro en donde se observa la regién
de la cabeza con el patron caracteristico del mRNA de myoD; D) Embriones incubados sin
sonda como control negativo, D’) Acercamiento del recuadro en donde se observa que la
coloracion control es de amarillenta a transparente. La flecha sefiala la regiéon de la cabeza.
Barra: 100 pum.



Evaluacion del anticuerpo

Se mandd producir un anticuerpo anti Cgh-1 de pez cebra a la compafia
SIGMA-GENOSYS, usaron un péptido de 14 aa (YDDRFNLKGIEEQL) que
corresponde a una secuencia cercana al extremo carboxilo que fueron
inyectados a 2 conejos, de los que se obtuvieron 3 sangrados de cada uno.

Se probaron 3 protocolos para extraer proteina de peces de 5 dias y se
cuantificaron por Bradford obteniendo las siguientes concentraciones:

* Protocolo A: 4.93 ug/uL

* Protocolo B: 9.66 ug/uL

e Protocolo C: 13 pg/uL

Se corrié una electroforesis con 50 pg de proteina total y se observé que el
protocolo B da una mejor calidad e integridad de las bandas, aunque el
protocolo C presenta mayor concentracion. Decidimos darle mayor importancia
a la integridad de las bandas en el gel para elegir el protocolo de extraccidon a
usar subsecuentemente.

Usando la proteina extraida con el protocolo B se realiz6 un “Western Blot”
para determinar la eficiencia y la dilucion de anticuerpo mas adecuada.
Probamos los sueros de los 2 conejos, a las siguientes diluciones de
anticuerpo: 1:100, 1:5000, 1:10000 y 1:50000.

En el suero del primer conejo se observan 2 bandas a 1:10000 y una sola
muy tenue a 1:50000 que corresponde a aproximadamente un peso de 54 kDa,
que es lo reportado para el homélogo en diferentes organismos.

En el suero del segundo conejo se observa a una dilucion de 1:10000 de la
misma banda del peso esperado y otras 2. A 1:50000 solo se observa una

banda del mismo peso (aprox 54 kDa).
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Figura 14: Electroforesis de proteina en gel

de Laemli con los 3 protocolos conejo 993 conejo 994
de extraccion de proteina. MP: Figura 15: Western Blot analitico. La flecha
marcador de peso molecular indica la banda con el peso molecular calculado

de cgh-1 de pez cebra.

Para verificar el peso de dicha banda, se hizo una gréfica
semilogaritmica de peso (kDa) versus Rf, (frente de corrimiento, en cm)

obteniendo un peso de entre 55y 60 kDa.
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Con este ensayo, concluimos que el anticuerpo si funciona y que es

especifico para el homologo de la proteina Cgh-1 en pez cebra.



Generaciéon de una proteina de fusion de GFP con el homdlogo de Cgh-1

de C. elegans

Este experimento tiene la finalidad de generar una herramienta que nos permita
estudiar a mayor detalle la funcion de este gen, permitiéndonos observar su
expresion en gusanos vivos mediante microscopia de fluorescencia.

Se realizé el PCR con oligonucleétidos donados por la Dra. Rosa
Navarro que contienen sitios de recombinacién y la secuencia del gen en
marco de lectura y se recombiné con el plasmido donador, (pbDONR) creando
un plasmido de entrada (pCV2) (Figura 17). Para expresarlo, se recombind
utilizando la estrategia “Gateway” en un plasmido de expresién pCV3, que tiene
al gen cgh-1 bajo el control del promotor de pie-1. (Figura 17)

Esta construccion se mandd secuenciar en la Unidad de Biologia
Molecular del Instituto de Fisiologia Celular al mismo tiempo que se hicieron los

experimentos de biobalistica para introducirlo en gusanos C. elegans.

Plasmido de entrada Vector de expresion

1 2 3 4 MW 1 2 3 4

MW L2 S
F B e
576 b_

PCR EcoRV PCR pCV3

1.6 kb

Figura 17: Obtencién del vector de expresion de Cgh-1::GFP de C. elegans. PCR, plasmido de
entrada en donde 1 es el plasmido sin digerir, 2-4 clonas de pCV2 digerido con EcoRV para
liberar el inserto de 576 bases. Vector de expresiéon o pCV3 en donde 1-4 son productos de

PCR para verificar el plasmido, que da un producto de 1.6 kb.



Para la transformacion por biobalistica se usaron gusanos carentes del
gen unc-19 que son inmoviles. ElI gen unc-119 viene en el plasmido de
expresibn como gen reportero y es capaz de rescatar el fenotipo de
inmovilidad. Después de la biobalistica se obtuvieron 4 lineas que se movian
pero s6lo 2 presentaron fluorescencia posiblemente por que el plasmido se
inserté en una region diferente a la gbnada.

La proteina de fusion se expresa de la manera ya reportada por la Dra.
Rosa Navarro (Navarro et al 2001) en tinciones con anticuerpos anti-Cgh-1, en

gonadas completas alrededor del ndcleo y en la célula germinal de embriones

tempranos.

Figura 18: expresion de la proteina de fusion: A) En embriones de 4 y 7 células de C.
elegans, la proteina de fusion GFP::Cgh-1 se expresa en granulos sefialados por las flechas en
la célula germinal. B) Ovocitos observados en la génada hermafrodita adulta de C. elegans, las

flechas sefialan ovocitos, notar la mayor expresion alrededor del ndcleo.

Se ha reportado que el homoélogo de Cgh-1 en humano, RCK, se agrega
en granulos ante un estrés térmico (Kedersha et al., 2005). Con estos
antecedentes, se hizo un experimento preliminar sometiendo a los gusanos
transformados a estrés térmico. Para este experimento, se tomaron gusanos y
se colocaron en cajas con medio de crecimiento a bafio Maria a 30° C por 1
hora, mientras que el control se dej6 a 24° C. En los gusanos sometidos a

estrés térmico se observé un aumento considerable en el nimero e intensidad



de los granulos en ovocitos y en un embrion de 2 células los granulos se

observan mas en la célula somatica (AB) que en la germinal (P1), demostrando

que la proteina de fusion responde a estrés térmico (Figura 19).
A) Control (24° C) B) Choque térmico (30° C 1 hora)

Figura 19: Respuesta de la proteina de fusién ante choque térmico. En embriones de C.
elegans de 2 células. Se observa una diferencia de la sefial de la proteina verde fluorescente
de la célula P1 (linea germinal) a la AB (somatica); en el control se observa ligeramente mas
sefial en la célula germinal mientras que en el choque térmico se observa mucha mas sefial en

la célula somatica.



DISCUSION Y CONCLUSIONES

El estudio de la regulacién de la transcripcién y traduccién de los genes es de
vital importancia para entender la diferenciacion celular, es decir la forma en
que los distintos tipos celulares adquieren su identidad. Dentro de este rubro,
las helicasas de RNA juegan un papel esencial en estos dos eventos, por lo
tanto, estudiar su funcién y regulacién nos ayuda a entender los mecanismos
que operan durante la diferenciacion. Participando en la diferenciacion de las
células germinales, se han encontrado RNA helicasas y proteinas de union a
RNA en granulos ribonucleoprotéicos encontrados solamente en células
germinales y que se piensa son responsables de adjudicarles su identidad. Una
de estas helicasas muy conservadas es Cgh-1, que se ha estudiado poco.

En este trabajo encontramos 2 secuencias gendmicas muy parecidas a
cgh-1 en la base de datos de pez cebra en dos cromosomas diferentes, 16 y
18. Para la secuencia del cromosoma 18 la base de datos reporta 2 transcritos,
probablemente productos de “splicing” alternativo. Estas secuencias candidatas
se analizaron a través de un arbol filogenético en el que las comparamos con
secuencias ya reportadas como homologas de cgh-1 de otros organismos para
probar que si correspondieran a la familia de cgh. De lo contrario, las
secuencias candidatas no corresponden al homoélogo de cgh-1 en pez cebra.
Como grupo externo se usoO la secuencia de la helicasa DEAD box elF4A
(Figura 6).

Es interesante hacer notar que la presencia de mas de un locus para
este gen no ha sido reportada en ningun otro organismo diferente de peces
hasta la fecha, probablemente debido a que en peces la duplicacién de genes
es un fenbmeno frecuente y también se observa en el pez globo Tetraodon
nigroviridis, presente en el arbol filogenético. La conservacion de ambos genes
sugiere que son funcionales, por lo que seria muy interesante demostrarlo y
saber si desempefian la misma funcion o tienen funciones Yy expresiones

diferenciales.

El gen que nombramos aqui cgh-2 se encuentra en una region del
genoma de pez cebra que ha sido secuenciada mas recientemente, por lo que

todos los experimentos se hicieron en base a la primera secuencia que salio,



cgh-1. Todos los oligonucledtidos se disefiaron en base a esta secuencia
Gnicamente y al analizar la segunda nos dimos cuenta de que los experimentos
de RT-PCR no distinguen entre ambas, por lo que estamos observando la
expresion de los dos genes. Lo mismo ocurrié en el ensayo de hibridacion in
situ, la sonda disefiada de la base 41 a la 944 no diferencia la expresion de uno
u otro, por lo que no podemos decir si es un gen, el otro o los dos los que se

ven expresados.

Por otro lado, la sefial que nos da el experimento de hibridacion in situ
es débil y poco clara, por lo que se debe revisar el disefio de la sonda, probar
otras secuencias y mejorar las condiciones del experimento, como temperatura
de hibridacion, concentracion de la sonda, tiempo de revelado y protocolo de
aclaracion de vitelo para tratar de obtener una sefial mas clara. Dentro de las
perspectivas de este trabajo esta disefar oligonucledtidos y sondas que nos
permitan diferenciar ambos transcritos y poder observar diferencias en su
expresion en caso de que existan. Para esto se deberan buscar regiones que
sean diferentes entre cgh-1y 2 y sobre ellas disefiar las sondas. Esto nos daria
una idea mucho mas clara del sitio en donde se expresan ambos genes, si es
somatica o de células germinales y si tienen expresion diferencial. Reportes en
organismos superiores como raton y humano indican que esta proteina se
expresa en tejido somético y que tiene una funciébn importante en el
silenciamiento de genes a través de microRNAs, (Chu y Rana, 2006) por lo que
una expresién somatica en pez cebra sugeriria que en este organismo cgh-1
desempefa este mismo papel. Por otro lado, en organismos inferiores como
Drosophila melanogaster o C. elegans su expresion es exclusiva de la linea
germinal y su funcién consiste en mantener silenciados mMRNAs maternos que
se acumulan en el ovocito y protegerlo de apoptosis, funcién que esperdbamos
demostrar en pez cebra debido a su posicion filogenética. En ambos casos, la
proteina forma parte de un complejo ribonucleoprotéico que selecciona mRNAs
y los silencia. EI mecanismo de seleccidén de los RNA no esta claro del todo en
la linea germinal, pero como se ha sugerido en células somaticas, es probable
gue sea a través de microRNAs (Chu y Rana 2006). Seria muy interesante
demostrar este mecanismo y comprobar si hay microRNAs en el complejo

proteinico y probar si su secuencia tiene sitios de complementaciéon en mRNAs



también presentes en dicho complejo. Esto nos daria indicios de la forma de
seleccidon de mRNAs que opera en el complejo, por lo que el siguiente paso
seria comprobar que Cgh-1 es el responsable del reconocimiento del duplex de
RNA formado por el mMRNA y su microRNA complementario. Para este fin, se
debera aislar el complejo protéico y extraer y secuenciar los mRNAs y RNAs
pequefios que se encuentren en él y buscar secuencias que sean
complementarias de los RNAs pequeiios encontrados con los mRNAs del

mismo complejo.

Por otro lado, para poder hacer estudios funcionales se necesitan mas
herramientas moleculares y nosotros optimizamos un protocolo para extraer
proteina total de embriones de pez cebra, sin vitelo. Probamos también un
anticuerpo utilizando dichos extractos protéicos, pero nos dimos cuenta que el
anticuerpo esta dirigido contra una region conservada entre Cgh-1 y Cgh-2,
(YDDRFNLKGIEEQL) por lo que no podemos diferenciarlas. En el futuro se
tiene proyectado realizar una inmunoprecipitacién utilizando un anticuerpo
especifico para Cgh-1, para determinar las proteinas que se encuentran en el
complejo, ademas de aislar e identificar a los RNAs que también se encuentren
formando parte de dicho complejo. Para dicho experimento tenemos que
diferenciar ambas proteinas, sobretodo si tienen expresion y/o funciones
diferenciales, para lo cual se deben disefar péptidos en regiones que sean
diferentes entre ambas proteinas para generar anticuerpos especificos. Otra
herramienta muy util en el estudio de la funcion de las proteinas es la fusion de
la proteina de interés a la verde fluorescente, que permite observar su
localizacion subcelular. Realizamos la fusién de la proteina Cgh-1 de C.
elegans con la GFP porque es un organismo mas facil de manipular, esta mas
estudiado y en el futuro se quiere hacer un rescate de una mutante de cgh-1 en
gusano con el gen de pez cebra usando el método de Gateway y biobalistica
para evaluar el grado de conservacion funcional que presentan ambos genes.
Para evaluar que la expresion de la proteina de fusion sea la esperada, la
comparamos con una tincién con un anticuerpo anti-Cgh realizado por la Dra.
Rosa Navarro (Navarro et al., 2001) y observamos el mismo patrén, es decir,
en las goénadas, alrededor del nicleo de los ovocitos y en la célula germinal de

embriones tempranos, demostrando que la expresion no se encuentra afectada



por la presencia de la proteina verde fluorescente. Por otro lado, se ha
demostrado que Cgh-1 esta presente en diversos granulos ribonucleoprotéicos,
entre ellos granulos que responden a estrés, estos granulos acumulan mRNAs
cuando la célula o el organismo es sometido a algun tipo de estrés, por lo que
aumentan de tamafo. Nosotros evaluamos si la proteina responde a estrés
(aumenta la sefal de la proteina de fusién en la célula somatica) sometiendo a
los gusanos transformados a estrés térmico, una hora a 30° C y observamos un
aumento en la sefial de la proteina de fusion en embriones de 2 células, en la
célula somatica (suponemos que en los granulos de estrés) y una disminucion
en la sefal de la célula germinal (suponemos que de granulos P); que no se
veia en los gusanos control. Esto probablemente se debe a que la proteina es
capaz de movilizarse y traslocarse a los granulos de procesamiento de RNA en
respuesta a estrés con la finalidad de modificar el estado traduccional de
MRNAs que se encuentren en dichos granulos. También observamos en
gusanos adultos un aumento en la sefial de la proteina de fusion en la génada,
alrededor de los nucleos de los ovocitos en formacién. Esta respuesta nos
sugiere que la proteina de fusidén responde a estrés térmico. Resta demostrar
que esta proteina sea funcional y por lo tanto capaz de silenciar mMRNAs dentro
de los complejos ribonucleoprotéicos. Con estos resultados, validamos que
nuestro gusano transformado puede ser usado para estudiar la funcién de la
proteina Cgh-1 en el silenciamiento de mRNAs en granulos germinales y

determinar su papel en la funcion de la linea germinal.

La presente tesis es el principio de un gran proyecto a largo plazo cuyo
objetivo es comprender un fenébmeno de gran relevancia para la reproduccion y
sobrevivencia de la mayoria de los organismos, que es la determinacion de la
linea germinal y ofrece un primer acercamiento al problema y algunas

estrategias para comenzar a responder las preguntas planteadas.



SEGUNDA PARTE: IMPLEMENTACION DE UNA TECNICA DE
CRIOCAPTURA Y TINCION DE CELULAS EPIDERMALES.

ANTECEDENTES

La piel de los organismos tiene un papel fundamental manteniendo su forma,
protegiéndolos de la deshidratacion, de patégenos y otros factores del medio
ambiente. El desarrollo de la piel ha sido poco estudiada en peces, no se sabe
practicamente nada acerca de su desarrollo y diferenciacion a nivel molecular,
en contraste con otros organos (Webb y Kimelman 2005). Durante el desarrollo
embrionario, el pez se encuentra rodeado por una capa de células conocida
como peridermo, pero se desconoce si el peridermo participa mas tarde en la
generacion de la piel. Se sabe que la epidermis se diferencia de una poblacién
epidermogénica del ectodermo y la dermis del mesodermo paraxial, excepto la
region de la cabeza, cuyo origen son las células de la cresta neural. En
embriones en 90% de epibolia, la epidermis consiste en una capa de células
mas 0 menos polarizadas cubiertas por el peridermo. A partir de esta etapa,
comienza la diferenciacion de las capas de la piel que sdOlo se conoce a nivel
descriptivo (Le Guellec et al., 2004).

A las 24 hpf, la piel consiste de 2 capas de células de 4 micras unidas
por desmosomas y debajo de ellas se observa una capa de 0.2 micras de

colageno.

A las 32 hpf crece el espacio subepidermal y se forma una membrana
basal. Mas tarde, a las 48 hpf el estroma subepitelial de colageno se engrosa a
0.5 micras. A las 58 hpf se ven algunos fibroblastos sobre las células
musculares. A las 72 hpf se engrosa mas el estroma primario y se forma el
epitelio dermal que separa al estroma primario de colageno de las células
musculares. A los 5 dpf las células epidermales son mas aplanadas, se
engrosa la membrana basal que delimita a las células epidermales y el estroma
dermal primario continda acelular. A los 10 dpf cambia la organizacion de las
fibras de colageno en el estroma primario y se arreglan en laminas mas densas
y organizadas. A los 15 dpf se engruesa la epidermis y se forman varias capas

mas. La cara profunda de la dermis esta delimitada por melanéforos y células



endoteliales basales (Le Guellec et al., 2004). A los 26 dpf se agregan mas
capas, aumenta el grosor de la piel a 14 micras. La dermis es de 5 micras y
comienza a ser invadida por fibroblastos. El estroma primario se diferencia en 2
regiones, una region compacta y otra laxa. Las fibras de coldgeno se engrosan
a 50 nm. El colageno es producido primero por las células epidermales basales

y después por los fibroblastos que invaden la dermis.

En los peces adultos la estructura de la piel esta organizada de la
siguiente manera: La epidermis consiste de 3 estratos: uno superficial
compuesto por una sola capa de células que presentan ornamentaciones. El
estrato intermedio presenta un numero variable de capas celulares, contiene
células sensoriales, mucosas e indiferenciadas. El estrato profundo esta
compuesto por una capa de células, la capa basal que mantiene a la epidermis
unida a la dermis a través de hemidesmosomas. La dermis esta dividida en 2
regiones, una region superficial de colageno laxo y otra profunda mas
compacta y transparente que permite que se vean las células pigmentarias de
la hipodermis. La hipodermis separa la piel de las células musculares,
compuesta por un espacio de colagena laxa, cromatoéforos (melanoforos,
iridéforos y xantoforos) vasculatura y células adiposas. Esta bordeada por
endotelio dermal. La superficie profunda de la hipodermis esté interrumpida a
nivel de cada miosepto (figura 20).



Figura 20: Desarrollo de la

piel de pez:
A) 24-72 hpf.  primera
deposicién de colageno en el

estroma termal  primario
producida por las células de
la capa epidermal.

B) 72 h- 5dpf: Engrosamiento
del estroma primario.

C) 5-20 dpf: reorganizacion

del estroma primario en

lamelas, se forma la

hipodermis.
D) 20-26 dias: Invasion del
estroma primario por

fibroblastos que ahora son

Epidermis . ) )
las que sintetizan el colageno
Estrato superficial E_5tr0ma dermal Célula pigmentada y regionalizacién del estroma
Estrato intermedio Fibroblasto Célula muscular
| Estrato basal B Endotelio dermal dermal.
[ Cel basales diferenciadas (Tomado de “Le Guellec et
al., 2004)

Estudios en el pez cebra nos pueden llevar a entender los mecanismos
generales del desarrollo de 6rganos como la piel, también entender el papel de
los genes involucrados y de esta manera comprender enfermedades
producidas por la falta o defectos en los genes homélogos de humanos. Por
ejemplo, se han estudiado pacientes con enfermedades como el desorden de
piel fragil, epidermolisis, el sindrome Hay-Wells o keratoderma palmoplantar
estriado, que se sabe son resultado de mutaciones en los genes plakofilina-1,
gueratina-5, p63 y desmogleina-1, respectivamente. Sin embargo, existen
muchos desérdenes y enfermedades que no se han estudiado con detalle y no

se conocen los genes responsables.

El pez cebra es un muy buen modelo para hacer este tipo de estudios,
es pequefio, lo que permite analizar muchas mutantes, condiciones o farmacos

que nos permitan elucidar los mecanismos involucrados en el desarrollo de



este organo. En estudios previos del desarrollo de la epidermis de peces, se ha
usado microscopia optica, (Sugimoto et al., 2005) pero el espesor del pez
dificulta la observacién de cada una de las capas epidérmicas, por lo que
también se ha usado histologia y microscopia electronica, con la desventaja de
que en los cortes obtenidos la epidermis nunca esta en una orientacion

constante, lo que dificulta la identificaciébn de cada capa de este 6rgano.

Por otro lado, en C. elegans se ha usado una técnica llamada "Freeze-
crack” para facilitar la inmunotincion de estructuras internas. Esta técnica
consiste en colocar gusanos en portaobjetos tratados con polilisina, colocar un
cubreobjetos encima y sumergir este conjunto en nitrégeno liquido por algunos
segundos para que se congele rapidamente. Inmediatamente después el
cubreobjetos se separa de un solo movimiento fracturando el cuerpo del
gusano. (Moorthy et al., 2000; Epstein y Shakes, 1995). Este tejido puede
fijarse y se tefirse con colorantes comerciales o para inmunodetecciones.
Conociendo esta técnica, nosotros pensamos que podria ser de utilidad para
separar las capas superficiales de la epidermis para poderla estudiar mas

facilmente.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El desarrollo de la piel de pez es un campo poco explorado y no existe una
técnica que nos permita obtener porciones extensas de epitelio en un solo
plano, dada la curvatura del organismo. Tampoco existe un método que nos
permita analizar en poco tiempo gran cantidad de embriones para identificar
defectos finos en la epidermis, por ejemplo durante la inspeccion masiva de
mutantes desconocidos provenientes de una mutagénesis a gran escala, o
embriones expuestos a farmacos durante la blisqueda de alguno que altere el

desarrollo de este 6rgano.

HIPOTESIS:
El desarrollo de una técnica para criocaptura y tincion de células epidermales
de larvas de pez cebra serd de utilidad para el estudio de la formacién de la

epidermis en peces.

OBJETIVO GENERAL
Desarrollar una técnica de criocaptura y tincion de células epidermales del pez

cebra en desarrollo.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer las mejores condiciones para obtener células epidermales de
larvas de pez cebra por medio de criocaptura.

2. Disefiar y probar un protocolo para fijar y tefiir células epidermales con
los colorantes Alexa 594-faloidina, Bodipy -ceramida y DAPI,
implementando un sistema para tefir una sola preparacion y otro para
tefir 5 preparaciones simultaneas.

3. Establecer el numero 6ptimo de larvas montadas para criocaptura de
células epidermales, para realizar un analisis de mutagénesis.

4. Montar un protocolo para inmunotincion de células epidermales

utilizando el anticuerpo anti B-catenina.



RESULTADOS Y DISCUSION

La técnica desarrollada en este trabajo soluciona el problema de la redondez
del pez que impide estudiar un gran numero de células epidermales a la vez.
La técnica aprovecha el espacio de colageno que separa las dos monocapas
epidermales de las células musculares, que en esta etapa del desarrollo es
débil. Esta técnica constituye una alternativa muy Gtil para el estudio del
desarrollo de la epidermis de pez, al ser capaz de tefirse con colorantes
fluorescentes y para inmunodetecciones. La técnica permite la obtencién de
células epidermales de la cabeza y parte dorsal del tronco y cola sin alterar su
posicidbn con respecto a otras células, por lo que es posible determinar la
posicion de una o un grupo de células sobre el cuerpo del pez; ademas, en el
tejido obtenido con esta técnica, se pueden diferenciar perfectamente las
células de la monocapa externa y de la monocapa interna; de esta manera,
podemos estudiar la integridad de este tejido. Al ser una técnica rapida y
sencilla, es posible procesar una gran cantidad de larvas simultaneamente, con
un buen rendimiento, que permite hacer estudios a gran escala, como probar el
efecto de una gran cantidad de farmacos sobre el desarrollo de la epidermis o
al hacer un analisis de una gran cantidad de mutantes relacionadas con el
desarrollo de la epidermis en pez cebra.

Los resultados de este trabajo se presentan en el articulo titulado
“Freeze-crack technique to study epidermal develop in zebrafish using
differential interferente contrast microscopy and fluorescent markers” que

se encuentra al final de esta tesis.



REFERENCIAS

Anderson P, Kedersha N (2006) RNA granules. JCB 172(6):803—-808.

Andrei MA, Ingelfinger D, Heintzmann R, Achsel T, Rivera-Pomar R, Lihrmann
R. (2005) A role for elF4E and elF4E-transporter in targeting mRNPs to
mammalian processing bodies. RNA 11: 717-727.

Akao Y, Marukawa O, Morikawa H, Nakao K, Kamei M, Hachiya T, Tsujimoto Y
(1995) The rck/p54 candidate proto-oncogene product is a 54-kilodalton
D-E-A-D box protein differentially expressed in human and mouse tissues.
Cancer Res 55:3444-3449.

Amacher S, (2001) Zebrafish Embryo as a Developmental System.
ENCYCLOPEDIA OF LIFE SCIENCES, John Wiley & Sons.

Amikura R, Hanyu K, Kashikawa M, Kobayashi S (2001) Tudor protein is
essential for the localization of mitochondrial RNAs in polar granules of
Drosophila embryos. Mech Dev 107:97-104.

Anderson P, Kedersha N. (2006) RNA granules. JCB 172(6): 803—-808

Bally-Cuif L, Schatz W, Ho R (1998) Characterization of the zebrafish Orb/CPEB-
related RNA binding protein and localization of maternal components in
the zebrafish oocyte. Mech Dev 77:31-47.

Bergkessel M., Reese J., (2004) An essential role for the Saccharomyces
cerevisiae DEAD-box helicase DHH1 in G1/S DNA-damage checkpoint
recovery. Genetics 167:21-33.

Boag R, Nakamura A, Blackwell T, (2005) A conserved RNA-protein complex
component involved in physiological germline apoptosis regulation in C.
elegans. Development 132, 4975-4986.

Braat A., Water S., Goos H., Bogerd J., Zivkovic D. (2000) Vasa protein
expression and localization in the zebrafish. Mech Dev 95:271-274.

Colegroove-Otero L, Minshall N, Standart N. (2005) RNA binding proteins in

early development. Critical Rev in Bioch and Molecular Biology 40: 21-73.



Coller JM, Tucker M, Sheth U, Valencia-Sanchez MA, Parker R. (2001) The
DEAD box helicase, Dhhlp, functions in mRNA decapping and interacts
with both the decapping and deadenylase complexes. RNA 7:1717-1727.

Coller J, Parker R. (2005) General Translational Repression by Activators of
MRNA Decapping. Cell 122:875-886.

Chu C, Rana T (2006) Translation repression in human cells by microRNA-
induced gene silencing requires RCK/p54. PLoS Biol 4:e210.

de Moor C, Meijer H, Lissenden S. (2005) Mechanisms of translational control by
the 3' UTR in development and differentiation. Seminars in Cell & Dev Biol
16: 49-58.

Doitsidou M, Reichman-Fried M, Stebler J, Koprunner M, Dorries J, Meyer D,
Esguerra CV, Leung T, Raz E (2002) Guidance of primordial germ cell
migration by the chemokine SDF-1. Cell 111:647-659.

Epstein, H.F. y Shakes D.C. (1995). Caenorhabditis elegans: Modern Biological
Analysis of an Organism. In Methods in Cell Biology. Vol. 48. Academic
Press Inc.

Fraenkel P., Zon L. (2005) Zebrafish as a Model for Human Diseases,
ENCYCLOPEDIA OF LIFE SCIENCES, John Wiley & Sons.

Geisler R et al (2007) Large-scale mapping of mutations affecting zebrafish
development. BMC Genomics 8:11.

Houart C. (2001) Zebrafish as an Experimental Organism ENCYCLOPEDIA OF
LIFE SCIENCES, John Wiley & Sons.

Kedersha N, Stoecklin G, Ayodele M, Yacono P, Lykke-Andersen J, Fritzler M,
Scheuner D, Kaufman R, Golan D, Anderson P (2005) Stress granules
and processing bodies are dynamically linked sites of mRNP remodeling.
JCB 169:871-884.

Kimmel C, Ballard W, Kimmel S, ullman B and Schilling T (1995) Stages of
embryonic development of the Zebrafish. Dev Dyn 203: 253-310.

Knaut H, Werz C, Geisler R, Nusslein-Volhard C; Tubingen 2000 Screen

Consortium. (2003) A zebrafish homologue of the chemokine receptor

Cxcr4 is a germ-cell guidance receptor. Nature 421:279-82.



Krovel AV, Olsen LC (2004) Sexual dimorphic expression pattern of a splice
variant of zebrafish vasa during gonadal development. Dev Biol 271:190-
197.

Ladomery M, Wade E, Sommerville J (1997) Xp54, the Xenopus homologue of
human RNA helicase p54, is an integral component of stored mRNP
particles in oocytes. Nucleic Acids Res 25:965-973.

Leatherman J. and Jongens T. (2003) Transcriptional silencing and translational
control: key features of early germline development. Bioessays 25:326-
335.

Le Guellec, D., G. Morvan-Dubois and J.Y. Sire. 2004. Skin development in
bony fish with particular emphasis on collagen deposition in the dermis of
the zebrafish (Danio rerio). Int J Dev Biol 48:217-231.

Matsumoto K, Kwon OY, Kim H, Akao Y (2005) Expression of rck/p54, a DEAD-
box RNA helicase, in gametogenesis and early embryogenesis of mice.
Dev Dyn 233:1149-1156

Minshall N, Thom G, Standart N (2001) A conserved role of a DEAD box helicase
in MRNA masking. RNA 7:1728-1742.

Minshall N, Standart N (2004) The active form of Xp54 RNA helicase in
translational repression is an RNA-mediated oligomer. Nucleic Acids Res
32:1325-1334.

Moorthy S, Chen L y Bennett V. (2000) Caenorhabditis elegans -G Spectrin Is
Dispensable for Establishment of Epithelial Polarity, but Essential for
Muscular and Neuronal Function. JCB 149:915-930.

Nakamura A, Amikura R, Hanyu K, Kobayashi S (2001) Me31B silences
translation of oocyte-localizing RNAs through the formation of cytoplasmic
RNP complex during Drosophila oogenesis. Development 128:3233-3242.

Nasevicius A, Ekker SC (2000) Effective targeted gene 'knockdown' in zebrafish.
Nat Genet 26:216-220

Navarro RE, Shim EY, Kohara Y, Singson A, Blackwell TK (2001) cgh-1, a
conserved predicted RNA helicase required for gametogenesis and



protection from physiological germline apoptosis in C. elegans.
Development 128:3221-3232

Patton E. Zon L. (2001) The art ans design of genetic screens: zebrafish. Nature
Genet Reviews 2:956-966.

Raz, E. (2003) Primordial germ-cell development: the zebrafish perspective.
Nature Genet Reviews 4:690-700.

Rocak S. and Linder P. (2004) DEAD box proteins: The driving forces behind
RNA metabolism. Nature Reviews, Mol Cell Biol. 5: 232-241.

Santos A. Lehmann R. 2004. Germ cell specification and migration in Drosophila
and beyond. Current Biology 14:578-589.

Sheth U, Parker R (2003) Decapping and decay of messenger RNA occur in
cytoplasmic processing bodies. Science 300:805-808.

Schisa J, Pitt J, Priess J. (2001) Analysis of RNA associated with P granules in
germ cells of C. elegans adults. Development 128:1287-1298.

Sugimoto M, Yuki M, Miyakoshi T, Maruko K (2005) The Influence of Long-Term
Chromatic Adaptation on Pigment Cells and Striped Pigment Patterns in
the Skin of the Zebrafish, Danio rerio. J. Exp. Zool. 303:430-440.

Teixeira D, Sheth U, Valencia-Sanchez MA, Brengues M, Parker R (2005)
Processing bodies require RNA for assembly and contain nontranslating
MRNAs. RNA 11:371-382.

Thisse B, Heyer V, Lux A, Alunni V, Degrave A, Seiliez I, Kirchner J, Parkhill JP,
Thisse C (2004) Spatial and temporal expression of the zebrafish genome
by large-scale in situ hybridization screening. Methods Cell Biol 77:505-
519.

Tomer K. and Linder P. (2001) DExD/H box helicases: from generic motors to
specific dissociation functions. Molecular Cell 8:251-262.

Tseng-Rogenski SS, Chong JL, Thomas CB, Enomoto S, Berman J, Chang TH
(2003) Functional conservation of Dhhlp, a cytoplasmic DExD/H-box
protein present in large complexes. Nucleic Acids Res 31:4995-5002.

Wang D, Kennedy S, Conte D, Jr., Kim JK, Gabel HW, Kamath RS, Mello CC,

Ruvkun G (2005) Somatic misexpression of germline P granules and



enhanced RNA interference in retinoblastoma pathway mutants. Nature
436:593-597.

Webb, A.E. and D. Kimelman. 2005. Analysis of early epidermal development in
zebrafish. Methods Mol Biol 289:137-146.

Weidinger G., et al. (2003) dead end, a novel vertebrate germ plasm component,
is required for zebrafish primordial germ cell migration and survival. Cur
Biol, 13:1429-1434.

Weston A, Sommerville J. (2006) Xp54 and related (DDX6-like) RNA helicases:
roles in messenger RNP assembly, translation regulation and RNA
degradation. Nuc Ac Res 3:3082-3094.

Wylie, Chris. (1999) Germ Cells. Cell 96:165-174.

Yoon C, Kawakami K, Hopkings N. (1997) Zebrafish vasa homologue RNA is
localized to the cleavage planes of 2- and 4-cell-stage embryos and is
expressed in the primordial germ cells. Development 124, 3157-3166.

Zhou Y, Louking M (2004) Sending RNAS into the futute: RNA localization and
germ cell fate. Life 56:19-27.



	Portada

	Contenido

	Resumen
	Introducción

	Primera Parte. Identificación del Gen Cgh-1 de Pez Cebra

	Segunda Parte. Implementación de una Técnica de Criocaptura y Tinción de Células Epidermales
	Referencias


