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Introduccion

En el dogma central de la biologia molecular la informacidn genética fluye de los acidos nucleicos (ADN,
RNA hacia proteinas Las modificaciones epigenéticas ocurren en el ADN gendmico y en las histonas para
regular la expresidon de genes y con ello dirigir la diferenciacion celular y el desarrollo (Fu et al., 2014).
El RNA tiene un rol decisivo en los sistemas bioldgicos, no sélo transfiere la informacién genética del
ADN a proteina, sino también regula varios procesos biolégicos (Martin and Ephrussi, 2009). Mientras
gue estan ampliamente estudiados el control de la sintesis del RNA por las RNA polimerasas, los
factores de transcripcidn y el estado de la cromatina, poco se ha dilucidado acerca de los mecanismos
postranscripcionales (Engel et al., 2020). Un aspecto aun menos entendido de la regulacidon
postranscripcional son los mecanismos de localizacion del RNAm.

El proceso de localizacién de RNAm vy la regulacién de la traducciéon es un mecanismo ampliamente
usado por un conjunto de transcritos que permite restringirlos espacial y temporalmente en sitios
discretos dentro de células altamente polarizadas (Martin and Ephrussi, 2009). Esto esta conservado
desde organismos unicelulares como la levadura, hasta células totalmente especializadas como las
neuronas del humano (Figura 1). Durante el desarrollo embrionario, el proceso de segregacién de los
componentes celulares participa en diferentes procesos como son: la definicion de los ejes, migracion,
adhesidn celular, la division asimétrica y en la plasticidad sindptica, entre otros (Martin and Ephrussi,
2009).
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Figura 1. Ejemplos de localizacién subcelular de RNAm. (A) En la levadura, el RNAm de ASH1 se localiza en la punta de la yema. (B) En los
embriones de Drosophila, el RNAm de bicoid se localiza en el polo anterior; RNAm oskar y nanos al polo posterior. (C) En los ovocitos de
Xenopus, el RNAm de Vg1 se localiza en el polo vegetal. (D) En fibroblastos de pollos y mamiferos, el RNAm de b-actina se localiza en
lamelopodios. (E) En el desarrollo de neuronas de mamiferos inmaduros, el RNAm de b-actina esta presente en los conos de crecimiento
distal y en las neuronas piramidales completamente polarizadas y maduras, el RNAm de CamKlla esta presente en las dendritas distales.
(F) En los oligodendrocitos de mamiferos, el RNAm de la proteina basica de mielina (MBP) se localiza en los procesos mielinizantes que
recubren los axones neuronales (Martin and Ephrussi, 2009).

Ademads, diversos RNAm podrian estar participando en la polarizacién de una célula u organismo ya que
se sabe que se forman consorcios de transcritos que podrian compartir un cierto tiempo y espacio
(Engel et al., 2020). Un ejemplo muy caracteristico es un estudio en la larva de Drosophila, donde



evaluaron la localizacion de 3,000 transcritos a alta resolucion. De estos transcritos, el 71% tiene una
localizacion subcelular muy particular durante el desarrollo embrionario y existe una muy estrecha
correlacion entre esta localizacion y la funcidn de las proteinas para las que codifican (Lécuyer et al.,
2007). Sin embargo, el mecanismo por el cual se localiza subcelularmente cada transcrito, es
desconocido.

El plasma germinal y el cuerpo de Balbiani

En 1892, August Weismann cambié la nocidon de que la linea germinal (células reproductivas) se
derivaban del soma (células del cuerpo) (Weismann, 1885). En su lugar, propuso que las células
germinales poseian una sustancia inmortal especial llamada "plasma germinal ancestral" que era
heredada de las células germinales de una generacién a la siguiente en su "teoria de la continuidad del
plasma germinal" (Weismann, 1885). En la actualidad se ha demostrado que el plasma germinal es un
conjunto de moléculas suministradas por la madre compuesta de RNA, proteinas y organelos que se
almacenan en ovocitos y luego se secuestran durante las primeras divisiones embrionarias en unas
pocas células que se convertiran en las células germinales primordiales (PGC). La manera en cdmo se
regula la organizacion y localizacién del plasma germinal es poco comprendida.

Hoy en dia, la identificacion de marcadores especificos conservados evolutivamente de la linea germinal
en distintos organismos permitiod rastrear los origenes moleculares de la linea germinal. Asi, se pueden
seguir las células germinales desde su determinacién hasta que llegan a las génadas, donde se
diferencian como gametos masculinos o femeninos (Marlow, 2015). Este trazado de linaje reveld que
algunos animales establecen su linea germinal por herencia de factores maternos o por la regulacién
postranscripcional en el contexto de un genoma silenciado (Leclére et al., 2012). La sobreexpresion de
Bucky ball y Oskar tienen la capacidad de generar PGC ectdpicas en los animales que utilizan la
inducciéon de la linea germinal (Marlow, 2015). Sin embargo hay algunos ejemplos como en los
mamiferos y las salamandras que carecen de plasma germinal materno detectable e inducen a sus
células germinales mediante factores de transcripcién cigdticos, que en el caso de humano se induce
por el factor transcripcional sox17 para diferenciarse hacia un origen germinal, suprimiendo la
expresion de genes somaticos con ayuda de BLIM1 (Irie et al., 2015).

Un elemento muy importante en la organizacion del plasma germinal ha sido el Cuerpo de Balbiani (CB),
que fue identificado hace mdas de 100 afos en ovocitos en una diversidad de animales incluyendo
algunos mamiferos (Figura 2) (Marlow, 2015). Este CB es una coleccion de organelos y moléculas que
se ensamblan adyacentes al nicleo de los ovocitos mas tempranos en su desarrollo (Guraya, 1979a).
En larana, la mosca, el pez y mamiferos, el CB se encuentra posicionado asimétricamente hacia un polo
del ovocito y esta compuesto de reticulo endoplasmatico, mitocondrias, aparato de Golgi, y proteinas
(Marlow, 2015); ademdas de estos elementos, estd compuesto de RNAs importantes para la
especificacion del eje dorso ventral y RNAs del plasma germinal. Aunque aun no estd claro cdmo es que
los RNAs son reclutados en el CB, existen mecanismos de localizacién por los cuales podria llevarse a
cabo, utilizando posiblemente mas de un mecanismo.
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Figura 2. Conservacion y dinamica del Cuerpo de Balbiani en los ovocitos de organismos modelo (Marlow, 2010).

Mecanismos de localizacion de RNA

Todas las células contienen una gran variedad de regiones restringidas espacial y temporalmente, que
son importantes para llevar a cabo funciones especializadas dentro de ellas (Martin and Ephrussi, 2009;
Engel et al.,, 2020). Con frecuencia estos subcompartimentos celulares contienen transcriptomas
especializados que facilitan las funciones celulares o permiten una rdpida respuesta ante los cambios
celulares ambientales, traduciendo estos transcritos localmente y asi, mantener la fisiologia celular
(Engel et al., 2020).

Existen diversos mecanismos de localizacién del RNA dependiendo del tipo celular, estos se dividen en
transporte activo y pasivo (Martin and Ephrussi, 2009). El transporte activo de RNA puede llevarse a
cabo en dos maneras: por complejos ribonucleoproteicos (RNP) que forman granulos o por RNAs
individuales; en ambos casos se utiliza un andamiaje en el citoesqueleto para ser transportados (De
Heredia and Jansen, 2004). Para el transporte de RNAs a largas distancias se ha visto que los RNAs
utilizan como andamiaje a los microtubulos en conjunto con dineinas y kinesinas; mientras que el
transporte en distancias cortas se lleva a cabo a través de la miosina en los microfilamentos de actina
(Farris et al., 2014). Adicionalmente, el transporte pasivo se realiza a través de la difusién del RNAm y
su anclaje en regiones subcelulares donde es protegido de la degradacidn, estableciendo un gradiente
a través de toda la célula (Kugler et al., 2009). Estos mecanismos no son excluyentes, y un RNA podria
obtener su localizacidn subcelular como resultado de una combinacién de varios mecanismos. Por lo
cual, se vuelve critico identificar cuales son las proteinas interactian con los RNAs para facilitar su
localizacién (Farris et al., 2014).

El transporte de un RNAm individual es energéticamente eficiente ya que éste mismo puede usarse
para sintetizar multiples copias de una proteina (Lipshitz and Smibert, 2000). Se sabe que aquellos RNAs
gue colocalizan suelen codificar para proteinas que forman parte de complejos proteicos, lo que
incrementa la tasa de formaciéon de complejos especificos y disminuye la formacién de complejos
inespecificos no funcionales (Williams and Dichtl, 2018). Los RNAm pueden traducirse en cuanto llegan
a su destino, pero también pueden localizarse y permanecer en una forma traduccionalmente
silenciada como es el caso de los RNAs del plasma germinal y algunos de los RNAs de herencia materna
(McGrew et al., 1989; Farley and Ryder, 2008; Dallaire, Frédérick and Simard, 2018). Existe evidencia
de que no sdélo los RNAm llegan a tener localizaciones subcelulares particulares, incluso se han descrito
en RNAs no codificantes (miRNAs y IncRNAs), que por si mismos llevan a cabo funciones especificas
(Crerar et al., 2019).



Los granulos de RNA y el citoesqueleto

Se han visto microscépicamente agregados de RNAm y proteinas que estdn involucrados en un amplio
rango de procesos postranscripcionales, incluyendo degradacion y reprensién de los RNAm (Anderson
and Kedersha, 2009). Existe un grado de interaccion entre diversos tipos de agregados
ribonucleoproteicos (RNP), sugiriendo comunicaciéon y transferencia entre ellos de RNAs y proteinas.
Algunos de estos eventos tienen propiedades dindmicas incluyendo movimientos espacio-temporales,
integridad estructural y eventos de fusién coordinados con el citoesqueleto (Rajgor and Shanahan,
2014).

La F-actina, pero particularmente los microtubulos, han sido reconocidos como las plataformas de
andamiaje de los granulos de RNA que son transportados como RNPs. Existe una amplia gama de estos
complejos macromoleculares, pero los mas estudiados son los cuerpos P (en inglés P-bodies), los
granulos de estrés (GS) y los granulos neuronales (GN) ya que tienen papeles muy importantes tanto
en enfermedades como en el desarrollo (Rajgor and Shanahan, 2014).

Los cuerpos P o cuerpos de procesamiento se encuentran conservados evolutivamente, contienen
componentes de la degradacién de RNA y microRNAs que modulan la represion traduccional (Eulalio et
al., 2007). En algunos casos, estos agregados no son necesarios para la degradacion y/o represion, pero
funcionan como centros organizadores del transporte de RNAm dentro de las células (Pauley et al.,
2006). Estos macrocomplejos son muy sensibles, en especial en condiciones bajo estrés donde se
favorece su formacion por la actividad de elementos del citoesqueleto. Se piensa que su funcion es
promover la degradacidn de varios RNAm vy asi generar una traduccion preferencial de las proteinas
heat-shock, enzimas de reparacion y otros factores que ayuden a lidiar contra el estrés inducido por
dafio (Balagopal and Parker, 2009).

Los cuerpos P cuando estdn en movimiento se encuentran preferencialmente asociados con
microtubulos, y se considera que en estas condiciones estdan en un estado “activo”, mientras que
cuando estan en asociacién con filamentos de actina se encuentran en un modo estatico también
llamado estado “no activo” (Rajgor and Shanahan, 2014). Los cuerpos P se translocan sobre los
microtubulos a lugares distales de la célula y pueden cambiar sus trayectorias, como se puede ver en la
Figura 3, para lo cual se sugiere un papel muy importante de las proteinas motoras o de los organelos
celulares que tienen anclados microtubulos (i.e. las mitocondrias) (Aizer et al., 2008; Huang et al., 2011).
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Figura 3. Movimiento de los P-bodies. A) Movimiento activo. B) Movimiento no activo (Rajgor and Shanahan, 2014).

La Miosina-Va es uno de los linkers de P-bodies en estado “no activo”, y la sobreexpresion de una
mutacion dominante negativa en células Hela desacopla los agregados de los microtubulos y retrasa
su movimiento (Lindsay and McCaffrey, 2011). Otro linker que ha sido identificado para los granulos es
la Nesprina-1, que forma parte de los P-bodies para unirlos a los microtibulos (Rajgor et al., 2014).

Los granulos de estrés (GS) son muy distintos a los P-bodies. La forma de los P-bodies es esférica,
mientras que los GS es una forma alargada e irregulares en apariencia. También, los componentes de
los GS son distintos; las proteinas especificas de los P-bodies son Dcpla y Hedls y en los GS se
encuentran TIA-1y PABP (Proteinas de unién a PolyA) (Kedersha and Anderson, 2009). Los GS contienen
RNAm poliadenilado ademas de subunidades ribosomales como 40S y muchos factores iniciadores de
la traduccion tales como el EIF3 (Kimball et al., 2003). Estas diferencias implican que los RNAm en los
GS son transcripcionalmente reprimidos, pero no dirigidos a degradacién, mientras que en los P-bodies
si estan potencialmente listos para degradarse. Sin embargo, se ha demostrado en levadura que los P-
bodies durante estrés se asocian con polisomas para que los RNAs puedan traducirse una vez que las
condiciones cambian sugiriendo un papel también de almacenaje y no sélo de degradacién (Brengues,
Teixeira and Parker, 2005). Las proteinas motoras han sido previamente asociadas al ensamblaje y al
movimiento de los P-bodies como de los GS. El knock-down de dineina y kinesina dan evidencia a un
movimiento opuesto dirigido por estas proteinas motoras que también determina el ensamblaje y
desensamblaje de los P-bodies y de los GS (Loschi et al., 2009).

Los granulos neuronales (GN) son agregados proteicos encargados de dirigir los RNAm a sitios distales
celulares como dendritas y sitios de sinapsis donde son traducidos y tienen un efecto en el mecanismo
de memoria, aprendizaje y mantenimiento de la plasticidad neuronal (Rajgor and Shanahan, 2014). La
sobreexpresion de la kinesina aumenta la localizacion de RNAm en localizaciones distales de las
dendritas y esta localizacién se encuentra reducida con el knock-down de este gen (Krichevsky and
Kosik, 2001). Ahora sabemos que el transporte de los GN se lleva a cabo por el extremo C-terminal de
la kinesina asociandose a Dcpla de los P-bodies en neuronas hipocampales y cuando se lleva a cabo la
activacion neuronal incrementa la liberacion de Nd1 y Arp2 RNAm que codifican para proteinas
involucradas en la dindmica del citoesqueleto (Oh et al., 2013).
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Los granulos de ribonucleoproteinas (RNP) tienden a tener una composicién heterogénea dentro de la
célula, complicando el estudio de sus componentes, ya que diferentes RNP pueden interactuar con un
mismo RNA y de manera inversa, un mismo RNP puede reconocer diferentes marcas de multiples RNAs
de los cuales pocos han sido descritos (Engel et al., 2020).

Los elementos Cis de los RNAs

Los mecanismos de localizacidon antes descritos recaen en muchos componentes, especialmente en el
RNA vy las proteinas que se les unen. Para que se lleve a cabo la localizacion correcta de los RNAm es
necesario que se reconozca una sefial de localizacién presente en un RNA (Barbarese et al., 1988). Los
elementos “Cis” dentro de los RNAs, frecuentemente acuifiados como un tipo de “cédigo postal” o
“zipcode” en inglés, “marcan” el RNA para que sea llevado a un destino en particular. Estas marcas
pueden ser tanto secuencias lineares o estructura secundaria de RNA (Engel et al., 2020). Estas
caracteristicas facilitan la interaccion entre el RNA y los elementos “trans”, que serian las proteinas que
se asocian a los RNAs mediante sus dominios de unidn especializados (Buxbaum, Haimovich and Singer,
2015). También, se asocian con proteinas del citoesqueleto (Gagnon and Mowry, 2011) que crean una
red de interacciones, regulan los patrones de localizacién subcelular de los RNAs e incluso forman
estructuras mas complejas de tipo granular. Estos elementos Cis pueden variar en longitud desde unos
cuantos pares de bases hasta alcanzar las kilobases. Aunque cientos de miles de RNAs son conocidos
por ser transportados a regiones subcelulares particulares, las secuencias que regulan el transporte de
estos transcritos han sido identificadas solo en un rango de unas pocas docenas de transcritos (Engel
et al., 2020).

La mayoria de los elementos reguladores de localizacién se encuentran en el 3’UTR de los RNAm,
aunque algunos se localizan también en el 5’UTR, regiones codificantes y secuencias intrénicas (Meer
et al., 2012). Adicionalmente, los elementos de localizacién, o elementos Cis, se podrian encontrar no
solo de manera Unica en el RNA, sino repetidos y redundantes. Estas repeticiones podrian permitir que
muchas secuencias con baja afinidad actiuen en conjunto para alcanzar la especificidad. Gracias a
experimentos de mutacion dirigida y transcritos reporteros se han descubierto un numero pequefio de
elementos Cis o zipcodes, mientras que por métodos bioquimicos se han descubierto zipcodes que
dependen tanto de la estructura primaria y/o secundaria del RNA para su funcién (Jambhekar and
Derisi, 2007). Algunos elementos Cis son necesarios, pero no suficientes para llevar a cabo la
localizacidon subcelular adecuadamente, sugiriendo que las secuencias vecinas en el RNA pueden ser
importantes en el contexto del reconocimiento de los elementos Cis (Engel et al., 2020). Por ejemplo,
el RNAm de xcat2 en ovocitos de Xenopus localiza en el polo vegetal usando 6 repeticiones
relativamente cercanas una de otra de un pequeno motivo UGCAC, presentes en su 3’"UTR (Bubunenko
et al., 2002).

Muchos de los elementos Cis dependen de la estructura secundaria o terciaria de los RNA, p. e. los stem
loops, para el reconocimiento de los factores trans (Buxbaum, Haimovich and Singer, 2015). Por
ejemplo, los stem loops del 3’UTR del RNAm de bicoid son reconocido por Staufen (STAU) para
localizarse en el polo anterior del embridn (Ferrandon et al., 1994; Macdonald and Kerr, 1997). Este
tipo de elementos Cis estructurales de los RNA han sido los mas dificiles de definir e identificar
computacionalmente que los motivos de secuencias lineales.
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La localizacion de RNAs durante la ovogénesis de Xenopus

Se han descrito 2 vias por las cuales algunos RNAm de Xenopus se localizan en el cértex vegetal al final
de la ovogénesis. Una de estas vias llamada METRO (por las siglas en ingles de message transport
organizer) es encargada de localizar los RNAm de Xlsirts, Xcat2 y Xwnt11 en una nube mitocondrial o
Cuerpo de Balbiani durante los estadios tempranos de la ovogénesis, y que, ademas, cada transcrito
exhibe un patrén de localizacién distinto mientras se aproximan al cértex vegetal (Kloc, Larabell and
Etkin, 1996). Esta via también llamada via temprana (early pathway) involucra 3 pasos: el transporte de
los RNAm a la nube mitocondrial, la clasificacidn de los RNAm en regiones especificas y la localizacién
y anclaje en el polo vegetal. La otra via de localizacion también llamada via tardia es usada por otros
RNAs como Vg1 que, durante los estadios tempranos de la ovogénesis se encuentra disperso en el
citoplasma, pero mads tarde en la ovogénesis se transloca al polo vegetal, superponiendo su localizacién
con los RNAs de Xlsirt, Xcat2 y Xwnt11 que ya estan anclados (Kloc, Larabell and Etkin, 1996). Estas dos
vias son dependientes de los filamentos de actina, mientras que son independientes de los
microtubulos y participan en el establecimiento de los ejes y la linea germinal (Kloc and Etkin, 1995).

En Xenopus como en muchos otros organismos, la formacion de la linea germinal depende del plasma
germinal, que en esta especie contiene agregados de RNAm, proteinas y mitocondrias que se anclan al
polo vegetal y después son heredados por los blastdmeros vegetales que se convertirdn mas tarde en
las células primordiales germinales. Uno de los RNAs de este plasma germinal es el represor
traduccional Nanosl, también llamado Xcat2, el cual reprime la transcripcién en los blastdmeros que
heredan el plasma germinal protegiéndolos de la diferenciacién somdtica (Lai et al., 2011). Hermes es
una proteina que se sabe que reconoce al RNAm de Nanos1 con ayuda de su motivo de unién a RNA.
Hermes, ademas, tiene un homaélogo en pez cebra presente en su plasma germinal llamado Rbpms2. Al
inyectar el RNAm de Rbpms2 en ovocitos tempranos en la ovogénesis de Xenopus, esta proteina
homadloga es capaz de reconocer el RNAm de Nanos1 de Xenopus (Nijjar and Woodland, 2013) lo que
sugiere que tanto los componentes del plasma germinal, como los mecanismos de reconocimiento de
sefiales de localizacion se han conservado evolutivamente.

El plasma germinal en pez cebra

El plasma germinal en pez cebra esta compuesto por una nube mitocondrial, asi como proteinas y RNAs.
Estos componentes son depositados durante la ovogénesis temprana en una localizacién perinuclear
en lo que es llamado “Cuerpo de Balbiani”. La ovogénesis del pez cebra esta dividida en cinco etapas
definidas por criterios bioquimicos y morfoldgicos (Tabla 1). En las primeras cuatro etapas, las
principales caracteristicas del ovocito son la gran actividad transcripcional, la enorme cantidad de
nucleolos y de actividad endocitica, y que estan orientados al crecimiento y la acumulacidon de RNAs,
proteinas y lipidos con el propdsito de convertirse en un dvulo maduro, de 750 um de diametro con
una rica organizacion interna, capaz de contender con el estrés osmético y dar lugar a un nuevo
organismo (Lessman, 2009).
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Etapa Diametro g m Caracteristicas

1A Crecimiento | 7 - 20 Acumulacion de nucleolos alrededor de la vesicula
primario (fase germinal (nicleo).

pre-foliculo)

IB Crecimiento pri- | 20 -140 Aparicion de cromosomas descondensados y aumento
mario (fase de fo- en la actividad transcripcional. Ovocito transparen-
liculo) te. Formacion del cuerpo de balbiani o nube mito-

condrial adyacente a la vesicula germinal

IT Alveolos cortica- | 140 - 340 Se observan hasta 1500 nucleolos involucrados en la
les sintesis de RNA ribosomal. Apariciéon de alveolos cor-

ticales, agregados de proteinas y carbohidratos, que
opacan la vesicula germinal

I1T Vitelogénesis 340-690 Alveolos corticales se mueven a la periferia. Acumu-
lacion de vitelogenina y lipidos

IV Maduracion 690-730 Migracion de la vesicula germinal al polo vegetal del
ovocito y liberacion del primer cuerpo polar (meiosis)

V Ovulo 730-750 Liberacion del 6vulo maduro

Tabla 1 Etapas de la ovogénesis en pez cebra.

En contacto con el agua, el évulo se activa y cambia su organizacién interna. Contracciones de los
microfilamentos de actina provocan el transporte del ooplasma por medio de corrientes axiales con
direccion al polo animal para formar el primer blastdmero. Gracias a las corrientes axiales, los RNAs del
plasma germinal, que se encontraban anclados en el polo vegetal del ovocito, ya se encuentran en el
polo animal antes de comenzar las primeras divisiones celulares (Figura 4)(Pelegri, 2003).

@ dazl MRNA HvasamRNA
& nanos mRNA Embriogé is t 5
OVogénesis Fertilizacion riogenesis temprana

Vesicula germinal

(nicleo) Blastodisco
Polo animal
s
T
12
Nube mitocondrial N &
& Polo vegetal
Etapa | Etapa Ill Etapa V 4 células
vista lateral
H Septos de division
e Proliferacion y \
Migracion de las !
Células Germinales \ "
Primordiales Regiones distales
P ""'3’;, g = = Blastula temprana 4 células
(e f vista animal
24 horas post-fertilizacién (~ .

( ' /,

Figura 4. Esquema de la migracion del plasma germinal durante la ovogénesis y la embriogénesis temprana. Etapa | se ensambla en el
cuerpo de Balbiani una nube mitocondrial y RNAm del plasma germinal (A). A partir de la etapa Il (B) y hasta la etapa V (C), los mensajeros
de vasa (estrellas azules) y dazl/ (circulos rosas) se asocian a la corteza, en el caso de este ultimo, de manera asimétrica concentrandose
sélo en el polo vegetal. nanos, cuyo RNAm esta representado como cuadrados azules), se distribuye homogéneamente por el citoplasma.
Luego de la fertilizacion, los RNAm germinales del polo animal (vasa y nanos, entre otros) se translocan a la primera célula (D),
distinguiéndose de dazl, representante del plasma germinal vegetal, cuya translocacion es tardia. Durante las primeras dos divisiones
ambos grupos convergen por vias distintas a los septos de division (E y F). Mas adelante en el desarrollo, los agregados del plasma germinal
se internalizan a los blastdmeros que se convertirdn en las CGP (G y H) (Miranda Rodriguez, 2018).

Durante las siguientes divisiones celulares, los agregados del plasma germinal se internalizan a 4 de los
blastémeros que se mantienen relativamente inmdviles, cerca del margen del blastodisco (Figura 4).
Alrededor de las 3 horas post-fertilizacidn, las células que heredaron el plasma germinal se especifican
como CGP, coincidiendo mas o menos en el tiempo con la transicién de la blastula media y la activacién
de la transcripcidn cigdtica en las células somaticas. Posteriormente, aproximadamente en el inicio de
la gastrulacion, las CGP del pez adquieren movilidad y migran hacia la linea media en formacién,
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siguiendo sefiales especificas de atraccion. De este modo, 24 horas después de la fertilizacidn, se
pueden encontrar dos grupos de CGP a ambos lados de la linea media del embrién, en la que serd su
posicidn definitiva dentro de las futuras génadas (Figura 4) (Raz, 2003; Blaser, 2005).

Los RNAs mensajeros y las proteinas del plasma germinal en pez cebra

Los RNAs del plasma germinal mas caracterizados son vasa, dazl y nanos, que son llevados junto con el
CB al polo vegetal del ovocito, formando un gradiente. Al final de la ovogénesis, daz/ se localiza
Unicamente en el polo vegetal, mientras que vasa se localiza en todo el cértex del ovocito y nanos
disperso en todo el ovocito durante la maduracion hasta que se lleva a cabo la fertilizacion (Figura
5)(Kosaka et al., 2007). Esta localizacion diferencial es interesante ya que sugiere una regulacién muy
fina de los componentes del plasma germinal durante la ovogénesis; haciendo al modelo de pez cebra
ideal para el estudio de la localizacion de diferentes RNAs durante el proceso de segregacion.

stage |

Il

stage Il

I

stage Il

2 D) \ ¢ \ 4

R N

R —

Figura 5. Distribucién del plasma germinal durante la ovogénesis. Hibridacidn in situ de cortes seriados de ovocitos tempranos de pez
cebra. Distribucion comparativa de RNAm de vasa y dazl (a, b, e, f, i, j, m, n) y nanos1y vasa RNAm (c, d, g, h, k, |, o, p) en ovocitos en
estadios | (a—h), Il (i—j), y Il (m—p). Los cortes tienen un grosor de 10um. La barra de escala es de 50um (Kosaka et al., 2007).

El componente clave para el ensamblaje del cuerpo de Balbiani de pez cebra es Bucky Ball (Buc), una
proteina la cual no tiene dominios reconocidos y de la cual no se tiene aun su estructura cristalografica,
pero su secuencia aminoacidica esta muy conservada con dominios intrinsecamente desordenados.
Cuando Buc se encuentra mutado para una pérdida de funcidn, los ovocitos pierden la polaridad animal-
vegetal y los elementos del plasma germinal no se agregan en el cuerpo de Balbiani, quedando
dispersos, como se puede ver en la Figura 6, sin alterar la expresién de los componentes. Sin embargo,
la sobreexpresidon de Buc hace que por lo menos una tercera parte de los embriones se desarrollen
teniendo un fenotipo con defectos en el eje dorsoventral a las 24 horas post fertilizacion (hpf) y los
ovocitos generan mas de un cuerpo de Balbiani (Figura 7) (Heim et al., 2014).
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Figura 6. Perdida de funcidn de buc altera la localizacidn de los RNAs de plasma germinal. Hibridacidn in situ de ovocitos tempranos en Ib.
que muestran RNAm (rojo) de ciclina B (Ay D), nanos (By E) y vg1RBP (Cy F) en tipo silvestre (A— C) y ovocitos mutantes de buc (D — F).
La localizacion de los RNAm de nanos y vg1RBP en el cuerpo de Balbiani se pierde en los mutantes (E y F), pero los RNAm de cyclinB y
vg1RBP todavia muestran una localizacidn polarizada (D y F). Polo animal hasta arriba. Barra de escala representa 25 mm (Bontems et al.,
2009).

vg1RBP

Bb

DIOC6/DAPI

Figura 7. Cuerpos de Balbiani ectépicos en ovocitos de pez cebra hembra con sobreexpresidn de Bucky ball. Tincién con DiOC6 de ovocitos
seccionados revelando cuerpos de Balbiani y cotincidon con DAPI para visualizar nucleos. Imagen modificada de Heim et al., 2014.

Existen otras proteinas involucradas en definir la arquitectura del cuerpo de Balbiani, como lo son
Tdrd6a y Rbpms2b. Tdrd6a es una proteina que tiene multidominios capaces de reconocer la marca
sDMA (dimetilacién de las argininas) en las proteinas Piwi, cuyo papel es critico en el desarrollo de
células germinales, incluyendo Drosophila y mamiferos (Liu et al., 2010; Siomi, Mannen and Siomi,
2010). Tdrd6a interacttda con Bucky ball afectando su capacidad de agregacion, tanto en el cuerpo de
Balbiani, como en las particulas germinales en los primeros dos septos de division del embridn,
afectando también el desarrollo de la linea germinal (Roovers et al., 2018). Rbpms2b es una proteina
gue posee un dominio de unién a RNA con el cual puede reconocer sus RNAs blanco, agregarse dentro
de estructuras granulares ribonucleoproteicas y que ademas interactia con moléculas esenciales para
el destino germinal, como lo es Bucky ball. Sin embargo, los ovocitos mutantes para esta proteina,
Rbpms2b, llegan a tener inclusiones citoplasmaticas en el Cuerpo de Balbiani si su dominio de unién a
RNA tiene alguna mutacidn, que no es debido a la acumulaciéon aberrante mitocondrial o de Buc.
Aguellos embriones mutantes que se recuperan de un edema caracteristico del fenotipo de estos peces
mutantes para Rbpms2b presente a los 3dpf, se desarrollan sélo como machos adultos fértiles
(Kaufman et al., 2018).

Asi como existen elementos importantes para el ensamblaje y formacidn del Cuerpo de Balbiani, se han
demostrado que también existen elementos indispensables para su desensamble y migracion al polo
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vegetal. Esto fue demostrado en ovocitos tempranos de pez cebra mutantes en la proteina Macfla
(microtubule-actin crosslinking factor 1) los cuales presentaban un cuerpo de Balbiani anormalmente
agrandado que no migra hacia el polo vegetal, ni es capaz de desensamblarse (Figura 8). Macf1 tiene
dominios de unién, tanto a microfilamentos, como a microtubulos, lo cual apoya la idea de que la
migracion y el ensamblaje del cuerpo de Balbiani dependen de la correcta coordinacion entre la actina
y la tubulina (Escobar-Aguirre et al., 2017).

Early Stage | Late Stage |

Mitochondria dazl

dazl

Mitochondria

|macf1a“'27“" H macfiaréev || wild type

Figura 8. Macfl es indispensable para el desensamble del cuerpo de Balbiani y la correcta localizacién nuclear. Se puede diferenciar la
dindmica de la migracion del cuerpo de Balbiani hacia el polo vegetal con dos indicadores, las mitocondrias tefiidas con DiOC6 y el RNAm
de dazl (Escobar-Aguirre et al., 2017).

Una vez que ocurre la fertilizacion gracias a la participacion de la Kinesina-1, es posible que las particulas
germinales (GP) puedan migrar del polo vegetal, al polo animal del embridn. Estas particulas germinales
usan de andamio a la proteina motora Kinesina-1, la cual los transporta a la parte mas distal de los
primeros dos septos de division del embrién (Campbell et al., 2015).

Por lo anterior, es evidente que la localizacidn correcta y la organizacién del plasma germinal es
facilitada tanto por proteinas interconectoras, proteinas motoras, elementos del citoesqueleto, asi
como sus proteinas reguladoras, que comunmente son miembros de la familia de las Rho-GTPasas.

Las Rho GTPasas

Las Rho GTPasas son una familia de proteinas que participan en vias de sefalizacidn que regulan una
gran variedad de procesos celulares, algunos ejemplos son: la polarizacidn, la adhesion célula-célula, la
adhesidon célula-matriz extracelular, el trafico de membrana, la regulacién de la dindmica del
citoesqueleto y la regulacion de la transcripcidn de diversos genes (Boettner and Van Aelst, 2002). Las
Rho GTPasas funcionan como interruptores moleculares, que en su estado activo estan unidas a GTP y
en su estado inactivo estan unidas a GDP (Jaffe, 2005). La conversién al estado activo se produce por
factores de intercambio de guanidin nucleétidos (GEFs, por sus siglas en inglés). De forma contraria su
inactivacion es promovida por proteinas activadoras de la actividad de GTPasa (Boettner and Van Aelst,
2002). En su estado activo, las Rho GTPasas son capaces de unirse a proteinas efectoras para remodelar
el citoesqueleto. La caracterizacién de las funciones bioldgicas de varias de las Rho GTPasas han sido
analizadas principalmente en las células en el cultivo participando en procesos muy distintos cada una
de ellas en un mismo tipo celular (Figura 9) (Boettner and Van Aelst, 2002).
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Figura 9. Rho, Rac, y Cdc42 controlan el ensamblaje y organizacion del citoesqueleto de actina. Activaciéon de Rho, Rac o Cdc42 en
fibroblastos Swiss 3T3 En (A), (C), (E) y (G), los filamentos de actina se visualizaron con faloidina rodamina; en (B), (D), (F) y (H), los
complejos de adhesidn se visualizaron con un anticuerpo contra la vinculina. Escala: 1 cm =25 um. (Hall, 1998)

Existe evidencia del papel de las Rho GTPasas para la localizacién del RNAm de B-actina en fibroblastos
embrionarios de pollo donde la via de RhoA y su proteina efectora Rock pareciera ser fundamental para
lograr la asimetria de este transcrito en la lamela de fibroblastos una vez que Rock ha fosforilado a la
cadena ligera de la miosina llb (Latham et al., 2001). No obstante, también existe evidencia de que el
RNAm de la proteina efectora de RhoA, dial, se localiza perinuclearmente en fibroblastos embrionarios
de pollo debido a una interacciéon de RhoA con el péptido naciente de esta proteina efectora
independientemente de un zipcode en su RNA (Liao, Ma and Liu, 2011). En células tumorales se ha
visto que la localizacién de los RNAm en el las protrusiones celulares es regulada también por ROCK sin
afectar el recambio de actina, lo que lleva a una traduccidn restringida en esta region subcelular (Stuart
et al., 2008).
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Antecedentes

RhoA durante el desarrollo embrionario de pez cebra

La localizacion del plasma germinal durante las primeras divisiones celulares en el desarrollo
embrionario de pez cebra esta determinada en buena parte por la accién del citoesqueleto (Pelegri et
al., 1999; Kishimoto et al., 2004; Urven, Yabe and Pelegri, 2006), por lo cual se decidié estudiar el papel
de las Rho-GTPasas, los reguladores maestros del citoesqueleto, durante la localizacién de los RNAs del
plasma germinal el desarrollo temprano del pez cebra.

En la tesis de maestria de Jerénimo Miranda, bajo la tutoria de la Dra. Denhi Schnabel Peraza, del
Instituto de Biotecnologia-UNAM, se descubrié que sélo RhoA se encuentra localizada en los primeros
dos septos de la divisidn celular (Figura 10) (Miranda-Rodriguez, 2012). Cdc42 parece estar enriquecido
muy levemente en uno de los septos alrededor de vesiculas préximas a la parte mas central de los
septos de divisién y Racl muestra una sefial débil muy homogénea por todo el embrién (Figura 10 A-
C). También se encontré que RhoA antecede la localizacién de los RNAm del plasma germinal,
funcionando como una cremallera que permite la localizacién distal en el septo de divisidn celular
(Figura 10 D y E). Debido a la ausencia de una sefial de Racl y Cdc42 en los primero dos septos de
division en el desarrollo temprano de pez cebra, se decidié tomar como objeto de estudio el papel de
las proteinas las RhoA durante el proceso de la ovogénesis.

RhoA / vasa

Figura 10. Localizacién de RhoGTPasas durante las primeras divisiones de la embriogénesis de pez cebra. Localizacién de RhoA (A) Cdc42
(B) y Racl (C) en la etapa de cuatro células. RhoA, a diferencia de Cdc42 y Racl, se enriquece claramente en ambos septos de division (iy
ii marcan la posicidn del primer y segundo septo, respectivamente). Cdc42 parece tener una leve localizaciéon a uno de los septos (B,
asterisco), mientras que Racl tiene una localizacién completamente homogénea. (D) Co-tincion de RhoA y el mensajero de vasa. (E) Vistas
laterales y detalles de los cuatro septos a partir de la rotacidon de una reconstruccion en 3D de (D). Barras: 100 um (Miranda-Rodriguez et
al., 2017).

Con la finalidad de estudiar la funcién de la actividad de RhoA en la localizacién del plasma germinal se
decidio inyectar el inhibidor de RhoA, Rhosin en embriones recién fertilizados. Este inhibidor se une a
la regién de union al intercambiador de nucleétido (GEF) generando un impedimento estérico entre
RhoA y la proteina GEF. Después de haber inyectado el inhibidor se puede observar la perdida de la
sefial de RhoA en los primeros dos septos de division. Cabe resaltar que la formacién de los septos no
se afectd, pero si se afectd la localizacién del plasma germinal; localizandose ahora mas hacia la parte
central de los primeros dos septos de division del embrién comparado con los embriones controles. De
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manera interesante, esta perdida en la localizacidn coincide con la perdida de la sefial de RhoA en los
primeros dos septos de division (Miranda-Rodriguez et al., 2017) (Figura 11).

RhoA nanos RhoA / nanos

Buffer

Rhosin

Figura 11. Deslocalizacién del plasma germinal con la inhibicidn de Rho en las primeras divisiones del embrion de pez cebra (A, al, B, b1,
C, cl1). La inyeccidén de Rhosin afecta la cantidad de RhoA en el septo de division (D, d1) acompafiada de deslocalizacién del plasma
germinal por falta de compactacion a la region distal (E, el1). Barra: 100um (Miranda-Rodriguez et al., 2017).

Para saber si el efecto en la localizacién del plasma germinal en la embriogénesis temprana del pez
cebra derivado de la inhibicion de RhoA tenia efectos en la formacion de células primordiales
germinales, los embriones inyectados con el inhibidor Rhosin se dejaron desarrollar hasta las 24hpfy
se observod la disminucion o desaparicion de las células primordiales germinales (Figura 12) (Miranda-
Rodriguez et al., 2017).

Asimismo, para conocer la via de sefalizacién implicada en la localizacién correcta del plasma germinal,
se llevd a cabo la misma metodologia, pero ahora inhibiendo a Rock, uno de los principales efectores
de RhoA, observandose el mismo efecto tanto en la localizacién del plasma germinal en el estadio de 4
células, como a las 24 horas. Se demostré asi que la via RhoA/Rock es necesaria para la correcta
localizacion de los RNAs del plasma germinal durante el desarrollo temprano del pez cebra (Miranda-
Rodriguez et al., 2017). De manera interesante, el efecto de estos dos inhibidores revelé un papel no
convencional en la dindmica de los microtubulos, mientras que no se observé ningln efecto en los
filamentos de actina.
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nanos

Figura 12. Inhibicion de Rhoa en el desarrollo temprano de pez cebra disminuye significativamente la cantidad de células progenitoras
germinales (Miranda-Rodriguez et al., 2017).

RhoA durante la ovogénesis de pez cebra

Se han descrito 32 homologos de las Rho-GTPasas (Salas-Vidal et al., 2005) y se ha demostrado que se
expresan tanto en el desarrollo como en el animal adulto. De estos homdlogos, sélo 5 genes son
homadlogos para genes RHO de humano: rhoaa, rhoab, rhoac, rhoca y rhocbh. Para saber si estos genes
también se expresaban en ovario, érgano en el cual durante el desarrollo los ovocitos tienen un
dinamismo en la localizacién del plasma germinal (Kosaka et al., 2007), se procedié a realizar
experimentos de RT-PCR para rhoaa, rhoab, rhoac, rhoca y rhocb y solo para 4 de ellos se identificé la
presencia del transcrito por esta técnica (rhoaa, rhoac, rhoca y rhocb)(Miranda Rodriguez, 2018).
Mediante estudios preliminares de hibridacion in situ para se corrobord la presencia o ausencia de los
transcritos en los diferentes estadios de la ovogénesis, mostrando patrones de expresién muy
diferentes para cada gen (Figura 13) (Miranda Rodriguez, 2018).

Rhoaa Rhoab Rhoac Rhoca Rhocb
- 24h Ov - 24h Ov ~ 24hOv - 24h OV _ 24h Ov

Rhoaa Rhoab Rhoac Rhoca Rhocb

Sl
b s

Figura 13. RT-PCR e hibridacidn in situ de los 5 pardlogos de rho en pez cebra (Miranda Rodriguez, 2018).
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Para dilucidar si la proteina RhoA podria tener un patrén similar o colocalizacion con el plasma germinal
gue sugiera una relacién entre ellos, en el trabajo de maestria de Miranda en 2012 se realizo la
inmunofluorescencia de RhoA en cortes de ovocitos. Se distinguié tanto seiial en la periferia celular en
ovocitos tardio como un gradiente de la proteina que podria estar orientada hacia el polo vegetal del
ovocito (Figura 14) (Miranda-Rodriguez, 2012), que es donde migra el plasma germinal y que ademas
es muy parecido a varios patrones de expresion de estos RNAm involucrados como lo son vasa, dazl y
nanos3, descritos por Kosaka en 2007 (Kosaka et al., 2007).

Figura 14. La expresion de RhoA en ovocitos sugiere un gradiente. a) Corte de ovario que muestra ovocitos en diferentes etapas de
maduracién. b) Imagen en fluorescencia del mismo corte. c) La misma imagen con los pixeles codificados segun su intensidad: los pixeles
de mayor intensidad en los colores calidos y los pixeles menos intensos en azul. La etapa de desarrollo de los ovocitos esta marcada con
numeros arabigos por claridad. d) Imagen de los mismos ovocitos en etapas | y Il tomada con un mayor aumento, con colores falsos para
mostrar mas claramente el grado de intensidad de fluorescencia. Barras: 100 um (Miranda-Rodriguez, 2012).

Se corroboré a mayor detalle la localizacién de RhoA en los estadios mas tempranos. Se realizé una co-
tincién de la actina y RhoA, donde la actina revelé la localizacion de la nube mitocondrial caracteristica
del cuerpo de Balbiani y se observé que colocalizaba con la sefial de RhoA en los ovocitos del pez cebra
en etapa la (Figura 15) (Miranda-Rodriguez, 2012). Esto nos indica que RhoA podria tener un papel
fundamental no solo en el desarrollo embrionario, sino que su funcién podria estar regulando la
localizacidon del plasma germinal desde la ovogénesis.

Figura 15. Colocalizacion del plasma germinal y RhoA en ovocitos. a) Corte donde se observan dos ovocitos en etapa Ib.)
Inmunofluorescencia contra RhoA. c) Tincidn de filamentos de actina utilizando faloidina fluorescente. d) Sobrelape de b) y c) donde se
han resaltado en blanco los pixeles co-localizados que tienen una mayor intensidad en ambas imagenes. Barra: 100 um (Miranda-
Rodriguez, 2012).

Para evaluar el papel de RhoA durante la ovogénesis, se realizaron cultivos utilizando al inhibidor
Rhosin. Los resultados mostraron después de 12 horas de cultivo multiples Cuerpos de Balbiani o su
ausencia en los ovocitos en estadio la (Figura 16); resultado muy similar a lo que pasa con la
sobreexpresion de Bucky ball y los ovocitos mutantes para este gen. Por el contrario, se observo la
permanencia del cuerpo de Balbiani en los ovocitos de estadio Ib-Il tratados con el inhibidor (Figura 17);
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resultado muy similar a lo que les ocurre a los ovocitos mutantes para Macflay la pérdida del gradiente
en algunos otros. Esta evidencia sugiere que RhoA podria estar participando en el ensamblaje y
desensamblaje del plasma germinal en el Cuerpo de Balbiani.
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Figura 16. Multiples cuerpos de Balbiani por inhibicién de Rho. Hibridacién in situ de dazl de ovocitos en estadio la cultivados con el
inhibidor Rhosin presentando un tnico (A) o multiples cuerpos de Balbiani (B).
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Figura 17. Inhibicidn de Rho altera la localizacion del plasma germinal. Hibridacidn in situ de dazl de ovocitos en estadio Ib-Il cultivados
con el inhibidor Rhosin presentando aun un cuerpo de Balbiani (A) o sin presentar tincion (B). Cuantificacion (C).

Rock fue la primera proteina efectora descrita de la via de RhoA (Leung et al., 1996), conserva una
actividad serin/treonin cinasa que sirve para fosforilar la cadena ligera de la miosina-Il y participar en
la contraccién celular (Riento and Ridley, 2003), formacién de fibras de estrés y adhesiones focales
(Somlyo and Somlyo, 2000). Seguido de su dominio de actividad cinasa tiene una region coiled-coil,
dentro de la cual se encuentra un dominio de unién a Rho y plectrina que son considerados parte de la
regidn autoinhibitoria reduciendo la actividad cinasa de esta proteina (Amano et al., 1999).

Otra de las proteinas efectoras participes en la via de RhoA son las forminas, que son una familia muy
extensa de proteinas que participan de forma dimérica promoviendo la polimerizacién de los
filamentos de actina (Grikscheit and Grosse, 2016). El dominio FH2 es necesario para la dimerizacién de
las forminas y la nucleaciéon de los primeros 2-3 mondmeros de actina, un paso esencial y
energéticamente muy costoso y limitante de la velocidad para la polimerizaciéon de actina (Otomo et
al., 2005). El dimero FH2 rodea y permanece adherido al extremo que se encuentra en crecimiento de
F-actina, adicionando cientos de mondmeros de G-actina (Kovar and Pollard, 2004). Las subfamilias
DIAPH, DAAM, FMNL, y FHOD tienen en la regién N-terminal un dominio de unién a GTPasas (GBD) y
un dominio de inhibicién (DID, diaphanous inhibitory domain), el cual se une al dominio de
autorregulacion (DAD) que se encuentra en el extremo C-terminal, resultando una conformacién auto
inhibitoria (Kihn and Geyer, 2014). La ruptura de esta interaccion de los dominios DID y DAD es debido
a la union de las proteinas Rho, las cuales liberan a la formina de su estado auto inhibitorio, activando
la polimerizacién de actina (Goode and Eck, 2007). A pesar del amplio nimero de miembros de las
forminas, muchas de ellas comparten funciones en la regulacion del citoesqueleto, y otras, roles
celulares diferentes. Dentro de las funciones més estudiadas se encuentran la formacién de filopodios,
lamelopodios, fibras de estrés, anillos contractiles para la citocinesis, y trafico de vesiculas y organelos
(Fernandez-Borja et al., 2005).
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Justificacion

Los RNAm del plasma germinal se localizan de manera diferencial durante la ovogénesis en pez cebra.
Para que se lleve a cabo la localizaciéon correcta de los RNAm es necesario el reconocimiento de
elementos en Cis por la maquinaria de localizacién de los RNAs. Durante la embriogénesis temprana se
sabe que la via de RhoA/ROCK es importante para la localizacion de los RNAs del plasma germinal. RhoA
tiene una localizacion similar a los componentes del plasma germinal durante la ovogénesis de pez
cebra; lo que sugiere que puede estar involucrado en la localizacidn de los RNAs del plasma germinal.
Existen resultados preliminares que muestran que cuando se inhibe la actividad de RhoA durante el
desarrollo de ovocitos se observa un efecto en la formacion del cuerpo de Balbiani. Por lo tanto, la
localizacion de los RNAs del plasma germinal puede estar regulada por la via de RhoA.

Hipotesis
La via de RhoA esta involucrada en la dindmica de localizacién del plasma germinal de Danio rerio.

Objetivo general

Estudiar los mecanismos que regulan la localizacion de los RNAs del plasma germinal durante la
ovogénesis del pez cebra.

Objetivos particulares

Predecir elementos Cis en los RNAm de pez cebra que podrian dirigir su localizacién subcelular al Cuerpo
de Balbiani o al polo vegetal del ovocito.

Comprobar la presencia de transcritos de los efectores de la via de Rho tanto de la familia de Rock
como de las forminas durante la ovogénesis

Evaluar la posible funcidén de Rock durante la ovogénesis del pez cebra.
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Metodologia

Mantenimiento de pez cebra

En el bioterio contamos un sistema de recirculaciéon de agua de la marca Aquatic Habitats donde se
mantienen los peces adultos a una temperatura de 28 °C, un pH de 7 y 400 uS de conductividad y en un
ciclo de 14 horas luz, 10 horas de oscuridad (Westerfield, 2007).

Extraccion y fijado de ovario

Se adormece el ejemplar con agua de acuario con hielo, posteriormente a la perdida de motilidad que
debe perderse en menos de medio minuto, se pone el ejemplar en una superficie plana y limpia
sujetando con agujas para cortarle la cabeza y seguido de eso se le hace una cirugia cortando el tejido
ventral desde la parte pectoral a la caudal para poder extraer el ovario.
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Figura 18. Extraccion y cultivo de ovocitos.

Para fijar el tejido se utiliza solucién MEMFA para inmunotinciones o PFA 4% para hibridaciones in situ
y se deja incubando toda la noche a 4°C.

Soluciones

e Agua de acuario: 4.2 gr de NaHCO3, 3 gr de Instant Ocean en 80 L de agua.

e MEMFA: MOPS (USB) 2.08 g, EGTA 400 pL de Stock 0.5M, MgS0O4 (Sigma®) 24 mg, Formalina
(Sigma) 10 mL stock 37% en 100 mL de H;0 (Modificado de Klymkowsky, 2018).

e Paraformaldehido 4%: Se prepard en campana de flujo. Se calentaron 450ml de H20 a 60 °C. Se
agregaron 20 gramos de paraformaldehido (Sigma®) y se mantuvo en agitacion y a 60°C. Se
adicionaron 5 gotas de NaOH 2N (1 gota por cada 100ml). La solucién se volvié clara en un par
de minutos (hay particulas finas que no desaparecen). No se debe calentar a mas de 70 °C
porque el paraformaldehido se degrada. Se retird y se adicionaron 50 ml de PBS 10X.
Posteriormente, se ajusté el pH a 7.2 utilizando HCI cuando fue necesario. Finalmente, se filtrd
y se almacend a-20 °C.

Cultivo de ovarios

Se extrae el ovario y se disgregan los ovocitos en medio Cortland y se incuban a 28 °C en cajas de 48 pozos de
fondo plano (NEST) con un mililitro de medio Cortland con o sin inhibidor. La concentracion final del inhibidor de
Rock H-1152 en el medio Cortland fue de 25 uM.
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Medio Cortland: 100 mL de agua destilada, 1.45 gr de NaCl (124.1 mM), 76 mg de KCI (5.1 mM), 82 mg de Na;HPO,
(2.9 mM), 380 mg MgS0O4 7H,0 (1.9mM), 32 mg de CaCl, 2H,0 (1.4 mM), 200 mg de NaHCO; (11.9 mM), 8 gr
Polyvinilpyrrolidone (PVP 4%), 2mg USP units Heparin. Se filtra la solucidn, se esteriliza y guarda a 4 °C
(Modificado de Wolf, 1963).

Inmunofluorescencia en cortes de ovario
El procedimiento es el siguiente:

Los ovarios se fijan con solucion MEMFA durante al menos 12 horas a 4 °C.

Se pasan a gradientes sucesivamente mayores de sacarosa hasta llegar a sacarosa al 30 %, con
el fin de protegerlos del dafio por el frio extremo.

Se incluyen en Tissue-tek (Sakura Finetek®) y después se colocan en hielo seco hasta que se
congelen, la resina que se vuelve sélida a -20 °C y que permite hacer cortes en el microtomo
criéstato (Leica® CM 1850).

Los cortes se adhieren a un cubreobjetos (Corning®) cubierto con Poly-L-Lisina y se secan en una
campana de vacio durante media hora. Pueden guardarse a-20°C.

Para proseguir con el experimento, los cortes se permeabilizan bafidndolos en acetona durante
20 minutos.

Se dejan en solucién de bloqueo durante 2 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente se agrega el anticuerpo primario diluido 1/500 vol./vol. en la misma solucién de
bloqueo, donde se incuba a 4 °C durante toda la noche. Para el control negativo se omite la
incubacion con anticuerpo primario.

Antes de agregar el anticuerpo secundario se lavan tres veces con PBS para quitar el exceso de
anticuerpo primario.

El anticuerpo secundario esta acoplado al fluoréforo alexa 488. Se agrega diluido 1/500 vol./vol.
en solucién de bloqueo.

Los cortes se montan con glicerol para su observacién en el microscopio confocal.

Soluciones Inmunofluorescencia en cortes de ovario

MEMFA: MOPS (USB®) 2.08 g, EGTA 400 uL de Stock 0.5M, MgSO4 (Sigma) 24 mg, Formalina
(Sigma®) 10 mL stock 37% en 100 mL de H20.
PBS stock 20x: Disolvente NaCl (J.T. Baker®) 80 g, KCI (USB®) 2 g, Na2HPO4 heptahidratado (J.T.
Baker®) 26.8 g, KH2PO4 (J.T. Baker®) 2.4 g, en 800 mL de H20; ajustar el pH a 7.4 con HCl 1M;
ajustar el volumen a 1L de H20.
Soluciones de bloqueo:
= Solucién de albumina de suero bovino, fracciéon V (USBioldgica®) 3 %, suero de cabra en
PBS 1x.
= Solucién de albumina de suero bovino, fraccién V (USBiologica®) 1 %, Triton X - 100
(Sigma®) al 0.5 % y gelatina de pescado al 0.45 % (Sigma®) en PBS 1X.
0.05 % de Poli-L-Lisina para cubrir portaobjetos lavados en acido nitrico y enjuagados 3 veces
en agua destilada estéril y después en solucion de Poli-L-Lisina y dejar reposar toda una noche
a temperatura ambiente.
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Clonacién de fragmentos de RNAm
Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA se utilizd del reactivo TRIzol (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

e El ovario de pez cebra se homogeniza dentro de un tubo de ensayo de 1.5 mLy se le agrega 1
mL de TRIzol (Invitrogen).

e El ovario se pipetea con una jeringa hasta disolverlo. El homogeneizado se centrifuga a 12,000
X g por 10 minutos a 4 °C para deshacerse del material insoluble. Esto da como resultado un
sobrenadante nitido que contiene al RNA y que se transfiere a un tubo nuevo.

e Para permitir la disociaciéon de complejos ribonucleoproteicos se incuba el homogeneizado por
5 minutos de 15 a 30 °C.

e Se afiaden 0.2 ml de cloroformo por 1 mL de TRIzol (Invitrogen).

e Eltubo se agita vigorosamente con la mano por 15 segundos y se incuba a 25 °Cde 2 a 3 minutos.

e Se centrifuga la muestra a 12,000 x g por 15 minutos a 4 °C.

e Luego de la centrifugacién, la mezcla se separa en una fase orgdnica de color rosa y una fase
acuosa incolora en la parte superior, donde reside el RNA.

e La fase acuosa se transfiere a un nuevo tubo donde se precipitara el RNA, para conseguirlo se
mezcla con 0.5 mL de isopropanol por cada mL de TRIzol usado en la homogenizacion inicial.

e Seincuban las muestras de 25 °C por 10 minutos y se centrifugan a 12,000 x g por 10 minutos a
4 °C.

e Seretira el sobrenadante y el material sedimentado se lava con etanol al 75 %, mezclandolo con
ayuda del vértex y centrifugando a no mas de 7,500 x g por 5 minutos a 4 °C.

e Para resuspender el RNA se deja secar brevemente el etanol evitando la pérdida completa de
humedad pues esto disminuye la solubilidad del RNA. EI RNA se solubiliza con agua libre de
RNAsas con ayuda de un poco de pipeteo y una incubacion a 60 °C por 10 minutos.

Sintesis de DNA complementario
Para la sintesis de DNA complementario (cDNA) se utilizo el kit de la transcriptasa reversa M-MLV de
Invitrogen.

e 1 L oligo dT (Invitrogen) (500ug/mL)

e 50-250 ng de random primers (Invitrogen®)
e 2 ugde RNA total

e 1 uLdedNTP mix 10 nM

Aforar a 12 pL con agua estéril y calentar la mezcla por 5 minutos a 65 °C y enfriarlas en hielo
rapidamente.

Agregar:

e 4 uL de 5X First-Strand buffer (Invitrogen®)

e 2uL0.1MDTT

e 0.3 uL RNAseOUT inhibidor de ribonucleasa recombinante (Invitrogen®)
e 1 pLde M-MLV transcriptasa reversa (Invitrogen®) e incubar a 25 °C.
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Incubar a 37 °C por 3hrs.

PCR
Para una reaccidén de PCR se coloca en un tubo lo siguiente:

e Buffer 10x: 1.5 pL

e MgCl2:0.75 uL

e dNTP’s: 0.25 pL

e Primer antisentido y Primer sentido (ver Tabla): 0.1 pL de cada uno
e H20:10.5uL

e Taq polimerasa (Invitrogen®): 0.1uL

e CcDNA:1.5puL

El programa de PCR utilizado es el siguiente:

e 95 °C7 minutos

e 40 ciclos: 95 °C 30s, Tm °C (ver Tabla 4.2) 30s, 72 °C 30s
e 72 °C 10 minutos

e 12°C10 minutos

Gen Forward Reverse Tm (°C) Producto (pb)
fmnlla CAGATCCAGGCCTATTTGGA TCCAGGCTTCCAGAGACTGT 55 440
fmnllb  AGAGCGTCCTCATCCTCAAA  CACGAGTGCTGCTTTATCCA 60 305
fmnl2a  CCAGGACTAAGGCTCTGGTG CAGAGCTCCGACATCAAACA 62 365
fmni2b  CGAGATCATCCTTGCTGCT TTTTGGTCTCTGCGTCCTCT 60.3 326
fmni3 CCCCCAAAACTGACCCTAAT GAATGGACGTCAATGGAAGG 53 451
daamla CGGTTCAAGCACAATGCACA  ACTCCCGCCAACAAAGGAAA 53 515
daamlb AAACACACTGGCCCAGAAAC GGGCTGCGGGTTGCTTATTT @ 62 498
daam2  GCTGAAAAGCAGGCTCTGGC GGCTTCCCTGTTCTTGTCAGT @ 53 509

rock1 ACCCCAAAAATGTCCCAGGAA GTGTCGTCCGAACAGAACAG 60.5 350
rock2a  CACCGCTCCTCTCCTAGAGT TGGTGTGTTGCTCTACCGTC  60.5 442
rock2b  CGGCTGCTCAAGAGGGTTC CTGTTCTTGCTGGAGGGCTG  60.5 200

dazl GCGGTCGATTATGTGCATC ATCAATACCGCCGACGAA 62 493
nanos ACAACGGCGAGACTGAGG CCTGTAGCGAGCCTGCTG 60 452
vasa GCGTGTCCACCTGCTACC TTCATCACGGGAGCCACT 64 402

Tabla 2. Listado de oligonucledtidos con su respectiva Tm.

Clonacion del producto de PCR en un plasmido

Los productos de PCR se insertaron en el plasmido pCR4-TOPO (Invitrogen), siguiendo las instrucciones
del proveedor. Este plasmido contiene en cada lado sitios de restriccion Unicos para varias enzimas y
dos promotores opuestos lo cual permite linearizar el plasmido y transcribir la secuencia insertada en
ambas direcciones.

Preparacion de una reaccién de ligacién:

e Producto fresco de PCR 4 pL
e 10X Buffer de ligacion 1 uL
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Vector pCRII-TOPO (Invitrogen®) 1 pL

Preparacion de células competentes y transformacién
Preparacion de células de Escherichia coli DH5-a (Inoue et al., 1990):

Inocular una colonia de una caja Petri fresca en 5 mL de medio LB en un matraz y dejar crecer
durante toda la noche a 37 °C

Inocular 200 mL de SOB a un matraz con 1 mL del precultivo.

Crecer las células con agitacién vigorosa (200 - 250 rpm) a 18 °C hasta una ODeoo de 0.6.
Pre-enfriar el rotor a 4 °C. Colocar todos los materiales de plastico y de vidrio en el cuarto frio.
Colocar en hielo el cultivo y tubos Falcon de 50 mL por 10 minutos.

Transferir el cultivo a 4 tubos de 50 mL pre-enfriados y centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos
ad-°C.

Todas las manipulaciones deben llevarse a cabo en el cuarto frio

Retirar el sobrenadante y resuspender con delicadeza el sedimento en buffer de transformacion
frio en un volumen de 1/3 del volumen original. Incubar por 10 minutos a 4 °C.

Centrifugar las células a 3000 rpm y resuspenderlas con delicadeza en amortiguador de
transformacion frio en 1/12 del volumen original. Afiadir DMSO a una concentracion final de 7
% e incubar en hielo por 10 minutos.

Dividir en alicuotas de 200 uL en tubos Eppendorf enfriados y congelar inmediata- mente en
nitrégeno liquido para su almacenamiento a -70 °C.

Transformacion:

Incubar en hielo por 30 minutos 50 uL de células competentes junto con 4 L de reaccién de
ligacién o plasmido.

Calentar las células a 42 °C por 45 s sin agitar y transferir inmediatamente de vuelta al hielo.
Agregar 200 pL de medio LB a temperatura ambiente. Agitar horizontalmente durante una hora
a 225 rpm en un agitador horizontal a 37 °C.

Platear 200 pL de células transformadas en cajas con medio LB sélido con ampicilina (100
ug/mL).

Incubar las cajas a 37 °C toda la noche.

Se seleccionaron varias colonias de cada caja y por medio de digestiones con EcoRl se comprobé
la presencia de insertos del tamafo deseado. Algunas de estas colonias se seleccionaron para
cultivarse de nuevo en medio LB con ampicilina, de este cultivo se extrajo el plasmido con un kit
de Gene Jet MiniPrep Plasmid Extraction (Thermo Scientific) y se mandd a secuenciar. Las
secuencias de DNA obtenidas correspondieron con los genes clonados y también nos
permitieron ver la orientacion en que insertaron.

Digestion de plasmidos para sondas
El plasmido con el fragmento para cada sonda se digiere con 2 enzimas por separado una para la sonda
antisentido y otra enzima para la sonda sentido.
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Gen Sentido Antisentido

Enzima Enzima Enzima Enzima

Digestion Transcripcion Digestion  Transcripcion
fmnlla  Xhol SP6 BamHI T7
fmnllb  Pstl T7 Notl T3
fmnl2a  Xhol SP6 BamHi T7
fmni2b  Xhol SP6 BamHi T7
fmni3 BamHI T7 Xhol SP6
daamla Xhol SP6 BamHiI T7
daamlb Pstl T7 Notl T3
daam2  Xhol SP6 BamHl T7
rock1 BamHI T7 Xhol SP6
rock2a | Xhol SP6 BamHiI T7
rock2b  BamHI T7 Xhol SP6
dazl Xhol SP6 BamHiI T7
nanos Xhol SP6 BamHiI T7
vasa Xhol SP6 BamHiI T7

Tabla 3. Estrategia para transcripcién de sondas marcadas con DIG.

Purificacién de digestiones con butanol

Se pusieron 500 pl de Butanol grado Biologia Molecular a la reaccion con la digestion. Se vortexed. Se
centrifugd a 13,000 rpm durante 7 minutos. o hasta que se vio el precipitado. Se quito el sobrenadante
y se limpid el pellet con 500 pl de Etanol absoluto. Se centrifugd 10 minutos. a 13,000 rpm y se removid
el sobrenadante. Se lavd con 500 ul de Etanol al 70% y se centrifugd 10 minutos a 13,000 rpm. Se
desechd el sobrenadante y se dejé evaporar. Finalmente, se resuspendié en 20 pl de H20.

Sintesis de sondas de RNA marcadas con digoxigenina
Este protocolo estd basado en la hoja técnica del reactivo “DIG RNA LabelingMix” (Roche®). En un tubo
Eppendorf de 1.5 ml se colocaron:

e 2 ul Buffer de transcripcién 10X

e 2 ul “DIG RNA Labelling mix” (Roche®)
e 1 pl RNAseOUT® (Invitrogen®)

e 500 ng DNA linealizado

e Polimerasa SP6 3ul/T7 1 ul

e H20 libre de RNAsas para 20 pl

Se incubé toda la noche a 37 °C. Después de esto deben purificarse las sondas sintetizadas, para ello se
utilizé el equipo NucAwayTM SpinColumns (Applied Biosystems | Ambion®), siguiendo el protocolo
especificado por la compaiiia. Brevemente: Se llevo el gel seco al fondo de la columna. Se hidraté la
columna con 650 ul de agua libre de RNAsas. Se tapo, se vortexed y se quitaron todas las burbujas. Se
hidraté a temperatura ambiente de 5 a 15 minutos. Se colocd la columna en un tubo de colecta de 2
ml. y se centrifugd a 7500 xg (3000 rpm centrifuga Eppendorff® 5415R) por 2 minutos. Se descarto el
tubo de colecta y se aplicé inmediatamente la muestra (20-100 pl) al centro del gel hasta arriba de la
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columna sin tocar la superficie del gel ni los lados de la columna con la pipeta. Se colocé la columna en
un tubo de elucién de 1.5 mly este en el rotor, manteniendo la orientacidn de la primera centrifugacion.

Se centrifugd a 750 xg por 2 minutos. La muestra ahora se encuentra purificada en el tubo de elucidn.

Transferencia de gel y comprobacién de sonda marcada
Se coloca el gel con los siguientes aditamentos:

Peso. ————( )

Soporte de vidrio — ==

Papel toalla

3 hojas de papel filtro ———

Membrana
Gel )
== =
Recipiente de vidrio \\ [ e—==i\ /
J H H\/

Figura 19. Diagrama del sistema de transferencia Southern blot (Modificado de Yafiez, 2015).

Se dejo transfiriendo toda la noche usando SSC 20X. Se fijo por “crosslinking” (se utilizé Stratalinker
modelo 2400 en modo “Autocroslink” fijando cada lado de la membrana). Se coloco la membrana en
DIG1 por 15 minutos en agitacién. Después, se colocé en DIG 2 por 30 minutos en agitacion (Se calentd
DIG1 andes de poner el “Blocking Reagent”). Se coloco el anticuerpo anti-DIG por 30 minutos en una
dilucién 1:5000. Se lavo 2 veces por 10 minutos en DIG1. Se coloco DIG3 por 5 minutos. Finalmente se
revelo la membrana con BCIP/NBT en DIG3 cubriendo de la luz.

Soluciones:

e SSC20X:175.3 gr de NaCl y 88.2 gr de acido citrico, sal disédica disuelto en 1 litro de agua
e DIG1: 100mM Tris pH 7.5, 150mM NacCl

e DIG 2: DIG1 al 0.5% de “Blocking Reagent” (Roche®)

e DIG3: 100mM de Tris pH 9.5, 100mM de NaCl, 50mM de MgCI2

Hibridacion in situ de ovocitos
Protocolo modificado (Thisse and Thisse, 2007).

Se colecta el ovario y se deja en paraformaldehido al 4 % durante toda una noche. Al dia siguiente se le
quita el PFA lavando 3 veces con PBST, 10 minutos cada lavado. Los ovarios se deshidratan lavando con
diluciones sucesivas de metanol PBST: 10 minutos metanol 25% (vol./vol.); 10 minutos metanol 50 %
(vol./vol.); 10 minutos metanol 75 % (vol./vol.). Se lavan 4 veces, 5 minutos por lavado en metanol al
100 %. Estos ovarios se pueden mantener en metano a -20 °C.

Se rehidratan los embriones cambiando la solucién en diluciones sucesivas de metanol en PBST: 5min
metanol 75 % (vol./vol.); 5 minutos metanol 50 % (vol./vol.); 5 minutos metanol 25 % (vol./vol.). Se lava
4 veces, 5 minutos por lavado en PBST al 100%. Se permeabilizan los ovarios por digestidn con
proteinasa K (10 pg/mL) a temperatura ambiente durante 30 segundos. Se detiene la digestidn de
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proteinasa K incubando los ovarios por 20 minutos en paraformaldehido al 4%. Se lavaron 4 veces, 5
minutos por lavado, en PBST para remover el paraformaldehido. Se prehibridizaron los ovarios con 1
ml de la solucidn MH por 5 horas en un horno a 70 °C. Se quitd la solucién MH y se agregaron 500 ul de
solucion MH que contenia 100-200 ng de sonda de RNA marcada con DIG. Se hibridizan toda la noche
a70°C.

Las soluciones MH, SSC 2X y SSC 0.2X, se precalentaron a 70°C antes de usarse como se describe a
continuacion. Se reemplazo la solucion MH con sonda por 1ml de solucién MH sin sonda, sin RNAt y sin
heparina, se dejé a 70°C por 10 minutos. Se hicieron cambios graduales de MH a SSC 2X a través de una
serie de lavados de 10 minutos a 70°C en MH diluido con SSC 2X. Se lavé una vez en cada uno: 75 %
MH, 50 % MH, 25 % MH y SSC 2X 100 %. Se hicieron los lavados a 70 °C. (Este MH no contenia RNAt ni
heparina). Se lavo 2 veces, 30 minutos por lavado, en SSC 0.2X a 70 °C. Se reemplazé progresivamente
el SSC 0.2X con PBST a través de una serie de lavados de 10 minutos a temperatura ambiente en SSC
0.2X diluido con PBST en 1 ml de las siguientes soluciones: 75 % SSC 0.2X; 50 % SSC 0.2X, 25 % SSC 0.2X
y PBST 100 %. Se incubaron los embriones de 3 a 4 horas en buffer de bloqueo. Después, se incubaron
los ovarios en 500 pl de anticuerpo anti-DIG diluido 1/10,000 en buffer de bloqueo durante toda la
noche a 4°C con agitacion suave.

Se desecho la solucidn de anticuerpo y se lavaron los ovarios brevemente en PBST. Posteriormente, se
lavaron 6 veces, 15 minutos por lavado, en PBST a temperatura ambiente con agitaciéon suave. En
seguida se lavaron dos veces, 5 minutos por lavado, con la solucién AP-. Se incubaron los ovarios a
temperatura ambiente lavando 3 veces, 5 minutos por lavado, en la solucién AP+ con agitacion suave.
Se reemplazé la solucion AP+ con 500 pl de solucién de tincidn recién preparada y se cubrieron los
ovarios de la luz. Se monitored la reaccion de color periddicamente (se expuso a los ovarios el menor
tiempo posible a la luz) y, una vez que se alcanzd la intensidad de tincién deseada, se detuvo la reaccién
descartando en lo posible la solucion de tincidn y lavando 3 veces, 15 minutos por lavado, en solucién
stop con agitacién suave. Los ovarios se incubaron 5 minutos en PBST pH 3.0 para prevenir la reaccién
fotosensible del vitelo. Los ovarios tefidos pueden guardarse en la oscuridad en solucién stop a 4 °C
por varios meses.

Soluciones:
Todas las soluciones se hacen con agua tratada con DEPC al 0.1 % y esterilizadas por autoclave.

e Paraformaldehido 4 %: Se prepard en campana de flujo. Se calentaron 450ml de H20 a 60 °C.
Se agregaron 20 gramos de paraformaldehido (Sigma®) y se mantuvo en agitacion y a 60 °C. Se
adicionaron 5 gotas de NaOH 2 N (1 gota por cada 100 ml). La solucién se volvid clara en un par
de minutos (hay particulas finas que no desaparecen). No se debe calentar a mas de 70 °C
porque el paraformaldehido se degrada. Se retird y se adicionaron 50 ml de PBS 10X.
Posteriormente, se ajusté el pH a 7.2 utilizando HCI cuando fue necesario. Finalmente, se filtrd
y se almacend a-20 °C.

e PBS 10X (pH 5.5):10.8 g Na2HPO4, 65 g NaH2PO4, 80 g. NaCl, 2 g KCl, disueltos en 1 litro de
agua.

e PBST: PBS 1X, 0.1% Tween® 20 (vol./vol.) (Sigma®)

e MH (Mezcla de hibridacién): 50% Formamida (Invitrogen®), SSC 5X, 0.1 % Tween® 20, 50 pg/ml
heparina (Sigma®), 50 ug/ml de RNAt (Sigma®) libre de ribonucleasas, 10mM 4&cido citrico pH
6.0.
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SSC 20X: 175.3 g. NaCl y 88.2 g. de acido citrico, sal trisddica disueltos en 1 litro de agua.
Buffer de bloqueo: PBST 1X, 2 % suero de oveja (v/v) (Rockland®), 2 mg/ml BSA (Roche®).

AP-: 100 mM Tris HCI pH 9.5, 100 mM NacCl, 0.1 % Tween® 20.

AP+: 50 mM MgCI2 disuelto en AP-.

Solucidn de tincién: 225 pl NBT (Roche®), 175 pl BCIP (Roche®), 50 ml de AP+.

Solucién stop PBS 1X, 1 mM EDTA, 0.1 % Tween® 20.

Proteinasa K: Solucién para almacenar, 10 mg (Roche®) /ml en PBST y guardar a -20°C en
alicuotas de 100 ml.
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Resultados

Sefial de localizacidon vegetal de RNAm

En Xenopus se habia llevado a cabo un andlisis bioinformatico comparativo a nivel secuencia primaria
de dos RNAs mensajeros que comparten espacio temporalmente su localizacién vegetal durante el
desarrollo del ovocito, situandolos al final de la ovogénesis en el cértex vegetal. Estos son Vgl y VegTy
se encontré que ambos transcritos tenian una region rica en motivos llamados E2 (UUCAC, UUGCAC,
AUCAC, UUCAU, UCCAC, UUCAG) y MV1(UUUCU, CUUCU, UCUCU, UUUUCC, UCCUCC, CUUUU) en su
respectivo 3’"UTR. Se corrobord experimentalmente que estas regiones ricas en motivos E2 MV1 eran
el zipcode de estos transcritos para dirigir su localizacién al polo vegetal del ovocito, sugiriendo que
comparten la misma maquinaria de reconocimiento de estas sefales de localizaciéon y podria
encontrarse presente en otros transcritos también (Figura 20) (Bubunenko et al., 2002).
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Figura 20. Clusters de motivos E2 MV1 regulan la localizaciéon del RNAm de VegT y Vgl. Representacion esquematica de los clusters
(cuadrado negro) de motivos E2 (tridngulos en azul) y MV1(circulos rosas) en el 3’UTR de VegT y Vg1 el cual es suficiente para dirigir su
localizacion hacia el polo vegetal del ovocito. Imagen modificada de (Bubunenko et al., 2002).

Para determinar si los RNAs del plasma germinal del pez cebra conservaban las secuencias consenso E2
MV1 de Xenopus que se encontraban redundantes en clusters en las regiones 3'UTR de los RNAm
(Bubunenko et al., 2002), nos propusimos identificar estos mismos motivos que podrian ser secuencias
sefial determinantes para la localizacion de transcritos de genes del plasma germinal en la parte vegetal
del ovocito de pez cebra.

Como primer paso, recapitulamos mediante un algoritmo en lenguaje Python la localizacidn de los
motivos E2 MV1 (Anexo programa) en los RNAs mensajeros de VegT y Vgl de Xenopus, determinando
gue para considerar un cluster de estos motivos con misma similitud que los transcritos vegT y vg1 de
Xenopus, deberian considerarse clusters mayores a 9 motivos separados unos de otros por no mas de
80 nucledtidos.

Se cred una base de secuencias con los RNAmM de pez cebra conteniendo genes documentados del
plasma germinal, del ovocito y genes de la via de RhoA, incluidos sus efectores Rock y forminas (Tabla
Suplementaria 2). Como controles se seleccionaron RNAs que se sabe que no se localizan en el polo
animal. De los genes de la via de RhoA ya contdbamos con evidencia en el laboratorio de su localizacién
en el plasma germinal durante la ovogénesis por hibridacion in situ y mediante la deteccion de las
proteinas por inmunodeteccién, asi como su posible participacidén en la regulacién de la organizacion
del plasma germinal en cultivo de ovocitos. En pez cebra existen solo 3 homdlogos de Rock que son
rockl1, rock2a y rock2b también se incluyeron los RNAm de las familias de forminas, dia, fmnly daam.

En esta base de datos se analizé cada secuencia buscando los motivos E2 MV1 e identificando clisters
con las caracteristicas previamente descritas de 9 motivos separados unos de otros por no mas de 80
nucleétidos. Como resultado se muestran graficos a escala tomando en cuenta el tamafio de los
transcritos mostrado en una linea continua azul y con puntos de colores la localizacién de los motivos
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E2 MV1. En puntos color amarillo se encuentran localizados los motivos E2 MV1en el 5’UTR, en color
verde si se ubican en la regidn codificante y en color rojo si se ubican en la regidon 5'UTR.
Particularmente si dentro de estos transcritos los motivos E2 MV1 forman un clister como los
reportados para los transcritos vegT y vg1 de Xenopus adquieren un sombreado negro detrds de estos
clusters.

Como primer hallazgo encontramos que los transcritos que se conocen con localizacién en el polo
vegetal (brul, dazl, dnd, grip2a, macfla, magoh) tenian al menos un cluster de los motivos E2 MV1 que
se encuentran resaltados con sombreado negro en alguna parte del transcrito sin restringirse solo a la
region 3'UTR (Figura 21). De manera interesante, wnt8 un gen importante para la especificacion del eje
dorsal del cual se sabe que se localiza en el polo vegetal (Campbell et al., 2015) también contenia un
cluster, por lo cual posiblemente los RNAs que especifican el lado dorsal requieran primeramente el
anclaje al polo vegetal del ovocito para después rotar al futuro lado dorsal del embridn una vez que se
lleva a cabo la fertilizacion. Para el transcrito de la proteina Rbpms2b que se conoce como componente
del ensamblaje del cuerpo de Balbiani no se detectd ningln cluster de los motivos E2 MV1. Resulta
interesante que el transcrito de vasa no contienen este tipo de cluster de motivos E2 MV1, a pesar de
ser componente del plasma germinal, se sabe que no se localizan en la region vegetal (Kosaka et al.,
2007) lo cual nos permite tener confiabilidad de que los sitios escogidos podrian condicionar de alguna
forma la localizacidén en el polo vegetal del ovocito (Figura 21).
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Figura 21. Presencia de clusters de motivos E2 MV1 en RNAm de pez cebra podria correlacionar con su localizacién en el polo vegetal.
Esquematizacidn de los motivos E2 MV1 en transcritos de D. rerio del polo Animal (asz1, ccnb1, pou5f3), transcritos del polo Vegetal (brul,
grip2a, magoh, wnt8), transcritos de proteinas del plasma germinal (actbb, buc, macfla rbpms2b, tdrd6) y transcritos del cuerpo de
Balbiani (dazl, dnd, nanos3, vasa) resaltando su localizacion en el 5’UTR en circulos color amarillo, en circulos color verde en la regién
codificante y en rojo en la region 3’UTR. Los clusters de los motivos E2 MV1 tienen una sombra en color negro.

Para los transcritos de la via de RhoA se encontrdé que rhoac, rhoca, rhocb, rockl, rock2a, daam1ia,
daam1b, diaph2 y fmnl2b poseian un clister de los sitios E2 MV1 en la regién 3’UTR, mientras que otros
transcritos como daam2, fmnlia, fmnlib, fmni2a tenian estos clUsters en la regidn codificante y aun
mas interesante fmnlla y rock2b contenian un clister de estos motivos en la regién 5'UTR del
transcrito, de los cuales se conocen muy pocos elementos Cis situados en esta region del transcrito
(Figura 22).
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Figura 22. RNAm del a via de Rho en pez cebra presentan clisters de motivos E2 MV1 que podrian dirigir su localizacién al polo vegetal.
Esquematizacidn de los motivos E2 MV1 en transcritos de D. rerio de la via de RhoA y sus proteinas efectoras resaltando su localizacion
en el 5’UTR en circulos color amarillo, en circulos color verde en la regidon codificante y en rojo en la regidn 3’UTR. Los clisters de los
motivos E2 MV1 tienen una sombra en color negro.

Sefnal de localizacidon de Cuerpo de Balbiani en RNAm

Para determinar si existia un elemento Cis que permitiera la localizacién en los RNAm en el Cuerpo de
Balbiani primeramente se hizo un analisis comparativo de secuencia (blastn) entre los 3’UTR de los
transcritos de dazl, nanos3, vasa y dnd debido a que la mayoria de los elementos Cis para la localizacion
de los RNAm se encuentra en esta parte del transcrito y entre ellos deberian compartir esta senal de
localizacion que los ubique en este microdominio celular. Las secuencias conservadas se muestran en
la Tabla 4.

Gen1l Gen 2 Sec.Gen 1 Sec. Gen 2

3’UTR dazl 3’UTR vasa TATTTATATTTTATTTGT | TATTTTTATTTTATTTGT
3’UTR dazl 3’'UTR nanos3 | GTTTGATTTTG GTTTGATTTTG

3’UTR dnd 3’UTR nanos3 | AATGTCAGATT AATGTCAGATT

3’UTR nanos3 | 3'UTR vasa TGTTGTATTTA TGTTGTATTTA

3’UTR dazl 3’'UTR nanos3 | TGTGTTTTCAC TGTGTTTTCAC

Tabla 4. Analisis blastn de los 3’UTR de los transcritos del Cuerpo de Balbiani.

Después, siguiendo la misma ldgica para la determinacién de los clusters de los motivos E2 MV1 en el
polo vegetal de Xenopus (Bubunenko et al., 2002) tendriamos que fragmentar nuestras secuencias
conservadas en k-meros de 5 a 6 nucledtidos y en base a su distribucién y abundancia en las distintas
partes del transcrito, elegir aquellos k-meros que se encuentren mas abundantes en el 3’'UTR y que
ademas formen clisters. Sin embargo, recientemente se desarrolld una base de datos llamada
oRNAment (Benoit Bouvrette et al., 2020), la cual predice sitios de unién de ribonucleoproteinas
descritos en 5 organismos modelos. Tomando estos datos en cuenta y el tamafo de los sitios para los
cuales ellos determinan un consenso de un k-mero de 7 nucleétidos, nosotros decidimos fragmentar
nuestras secuencias conservadas y analizar su distribucidn para poder elegir secuencias que podrian ser
sefiales de localizacién del Cuerpo de Balbiani. De los k-meros resultantes de la fragmentacién de las
secuencias conservadas solamente 4 k-meros se localizan en los 3’UTR de los RNAm del Cuerpo de
Balbiani (y no en algin otro RNAm del polo vegetal, ni del polo animal) GUAUUUA, GUCAGAU,
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UUGAUUU, y UUUGAUU vy solo 2 de ellos GUAUUUA y UUGAUUU estan descritos en la base de datos
de oRNAment a los cuales se le podria unir una proteina especifica RBMS2 para el sitio GUAUUUA y
ELAVL1 para el sitio UUGAUUU que posiblemente reconoceria también al otro sitio UUUGAUU ya se la
secuencia es practicamente idéntica.

Se hizo el andlisis de la localizacion de estos 3 k-meros (GUAUUUA, UUGAUUU y UUUGAUU) con nuestra
base de datos de la misma forma como fueron representados esquematicamente la ubicacidn de los
motivos E2 MV1 (Tabla Suplementaria 3). Se verifico la localizacién de estos sitios para los transcritos
de D. rerio que se localizan en el cuerpo de Balbiani dazl, dnd, nanos3 y vasa lo que llamariamos sefiales
de localizacion de Cuerpo de Balbiani, presentes en el 3’UTR como ya era de esperarse. También
pudimos encontrar sefales de localizacidn en casi todas los transcritos de las proteinas del plasma
germinal que teniamos en la base de datos buc, macflay tdrd6 exceptuando a rbpms2b del cual existe
evidencia que su RNAm tiene también localizacién en el Cuerpo de Balbiani (Figura 23).
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Figura 23. RNAm del Cuerpo de Balbiani y RNAm de proteinas del plasma germinal comparten la posible sefal de localizacién del cuerpo
de Balbiani. Esquematizacién de las sefiales de localizacién de Cuerpo de Balbiani en transcritos de D. rerio del polo Animal (asz1, ccnbl,
cpeblb, pou5f3), Vegetal (brul, grimp2a, magoh, wnt8), Proteinas del plasma germinal (actbb, buc, macfla rbpms2b, tdrd6) y transcritos
del cuerpo de Balbiani (dazl, dnd, nanos3, vasa) resaltando su localizacidn en el 5’UTR en circulos color amarillo, en circulos color verde
en la region codificante y en rojo en la regién 3’UTR.

En los transcritos de D. rerio para la via de RhoA los RNAm que tienen sefiales de localizacién del Cuerpo
de Balbiani en el 3’UTR son daamla, fmnl2a, rhoaa, rhoab y rock2a. Interesantemente fmnlib, fmni2b
tienen esta sefial en la region codificante y daam2 y rock2b los poseen en el 5’UTR (Figura 24). Haria
falta demostrar mediante hibridaciones in situ que estas predicciones sean correctas.
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Figura 24. RNAm de la via de Rho podrian localizarse en el cuerpo de Balbiani por la presencia de posibles sefales de localizacién.
Esquematizacion de las sefiales de localizacién de Cuerpo de Balbiani en transcritos de D. rerio de la via de RhoA resaltando su localizacion
en el 5’UTR en circulos color amarillo, en circulos color verde en la regién codificante y en rojo en la regién 3'UTR.
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Expresidn de proteinas efectoras de RhoA durante la ovogénesis de pez cebra

Experimentos realizados previamente en el laboratorio mostraron que todas las forminas se expresan
en el extracto de RNA total de ovario y mediante hibridaciones in situ realizadas por Fernando Ferrusca
durante su estancia profesional bajo la direccion de la Dra. Denhi Schnabel en el Instituto de
Biotecnologia. Se pudo observar la expresidn de algunas de estas forminas en estadios particulares con
regiones subcelulares donde pareciera ser una mayor concentracion del transcrito (Figura 25). Sin
embargo, no sabemos si no se observo en la mayoria de los casos tincidn en los ovocitos mds maduros
por un problema técnico de la hibridacién. Dando lo anterior se pretende abordar el tiempo de tincidn,
asi como cortes de estos ovocitos para dilucidar mejor el patrén de expresién.
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Figura 25. La familia de las forminas se expresa de manera diferencial durante la ovogénesis. Hibridacidn in situ de los genes de las
forminas en fragmentos de ovario de pez cebra donde parecieran tener una expresion particular de estadios mdas tempranos donde
inclusive para algunos genes como diap3 y fmni2b pareciera tener una distribucién asimétrica de la sefial para estos transcritos utilizando
la sonda antisentido a la izquierda de cada panel. Control de sonda sentido del lado derecho de cada panel. (Realizado por Fernando
Ferrusca)

Para poder dilucidar la expresion temporal de las forminas y de los genes Rock durante los 4 estadios
mas evidentes morfolégicamente de la ovogénesis se llevd a cabo la técnica de RT-PCR para cada uno
de los genes con cDNA de cada estadio. Primeramente, se extrajo el ovario del pez cebra hembra, se
disgregé manualmente, se clasificaron los ovocitos por su tamafio (Figura 26) y después a estos grupos
por estadio se les extrajo RNA total para sintetizar cDNA y posteriormente realizar la técnica de RT-PCR
para comprobar la presencia de los transcritos. Es importante resaltar que, para la mayoria de los genes,
el disefio del par de oligonucleétidos involucré la exclusidon de amplificacién de DNA gendmico, debido
a que los oligos se encontraban en exones diferentes (Figura Suplementaria 1 Tabla Suplementaria 4).
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Figura 26. Estadios de la ovogénesis del pez cebra. Los distintos estadios se seleccionan a partir del tamafio para después ser procesados
para extraerles y purificar RNA por el método de TRIzol-Fenol-Cloroformo, y poder llevar a cabo la sintesis de cDNA para evaluar la
presencia de transcritos por la técnica de PCR.

Mediante la técnica de RT-PCR pudimos ver que los genes Rock estan presentes durante toda la
ovogénesis, y ademas por este primer ensayo nos sugiere que posiblemente rock2a disminuye su
expresion en el estadio IV, pero haria falta repetir los ensayos (Figura 27). Para la familia de la forminas
los resultados del RT-PCR exhiben una expresién diferencial durante la ovogénesis, en el estadio | no
detectamos la presencia del transcrito de fmnlla, fmni2a, fmni3, daamlay daamlb, para el estadio Il
ya podemos detectar la presencia del transcrito de fmnlla, fmnl2a y en los estadios Il y IV ya podemos
encontrar la presencia del transcrito de todas las forminas analizadas (Figura 27).
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Figura 27. Efectores de la via de RhoA se encuentra expresados de manera constitutiva durante la ovogénesis de pez cebra. Se extrajo
RNA de ovocitos clasificados por estadio (I, II, lll, IV) y ovario completo como control positivo (Ov), se realizd la técnica de retro-
transcripcion con 2 mg de RNA para obtener cDNA y se llevé a cabo la técnica de PCR punto final. Se observa la presencia de las dos
familias de efectores de manera general durante toda la ovogénesis, pero en algunos genes como fmnlla, fmni3, daamla y daam?2
parecen no estar presentes o podrian encontrarse minimamente expresados. Control negativo sin cDNA.

Para dilucidar ahora la localizacién de los transcritos de los genes Rock realizamos hibridaciones in situ
de rockl, rock2a y rock2b (Figura 28) en los primeros estadios de la ovogénesis. rockl aparece mas
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difusa mientras que rock2a parece tener una localizacién en el cuerpo de Balbianiy en gradiente; rock2b
se observa en gradiente en los ovocitos de estadio Il.
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Figura 28. Patrdn de expresidn de los transcritos de los genes Rock revela posible distribucion similar al plasma germinal. Hibridaciones in
situ para los transcritos de rock1, rock2a y rock2b. Las sondas antisentido en los 3 paneles superiores. Los controles para las sondas sentido
en los 3 paneles inferiores. En asterisco (*) se muestra lo que posiblemente sea el Cuerpo de Balbianiy la flecha indica hacia que lado del
ovocito es mas intenso el gradiente. Barra de escala de 200pum.

Inhibiciéon de Rock en cultivo de ovocitos

Previamente se habia demostrado que la inhibicidn de RhoA genera que se formen varios cuerpos de
Balbiani en los ovocitos en cultivo parecido a lo observado con la sobreexpresion de Bucky ball (Riemer
et al., 2015). Para saber si la localizacién del plasma germinal estaba mediada por la via RhoA/Rock se
realizé el cultivo de ovocitos por 12 horas con el inhibidor de Rock H1152 en medio Cortland y después
se fijaron. Posteriormente dicho cultivo fue sometido a la técnica de hibridacion in situ con la sonda de
dazl, con la cual pudimos ver en los ovocitos I-Il mds de un Cuerpo de Balbiani; similar a lo que
observamos al inhibir la actividad de RhoA sugiriendo que esta via estd implicada en la formacién de
esta estructura subcelular (Figura 29).

DMSO H1152

Figura 29. Inhibicién de Rock deriva en la disgregacién del plasma germinal en la ovogénesis de pez cebra. Hibridacién in situ para el
transcrito dazl en ovocitos en cultivo en medio Cortland durante 12 horas tratados con los inhibidores de Rock H-1152 muestra la
dispersion del cuerpo de Balbiani con sefal en diferentes partes del citoplasma del ovocito. Las flechas indican la localizacién de la sefial
de dazl en ovocitos en estadio 1a. Tratamiento control con DMSO. Barra de escala de 50um.
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Discusion de resultados

Los resultados mostrados en este trabajo sugieren que posiblemente el mecanismo de localizacién de
los RNAs del plasma germinal durante la ovogénesis podria estar regulado en 3 procesos: la expresion
génica, el reconocimiento de los elementos Cis del RNA para localizarlos subcelularmente y el
transporte de agregados macromoleculares de caracter granular. Dichos procesos podrian llevarse a
cabo tanto de manera simultanea, como de manera redundante espacio-temporalmente.

En elinicio de la ovogénesis es muy caracteristica la alta actividad transcripcional, y aunque sean cientos
de genes los que se encuentren transcribiéndose tal parece que se expresan familias de genes
simultdaneamente como comunmente ocurre (Williams and Dichtl, 2018). Nuestros resultados sugieren
gue es un evento orquestado con expresion de genes discretas, es decir, se encuentra bastante bien
delimitado en que tiempo inicia y termina la expresién de un gen o familia de genes. Otro fendémeno
interesante es que en ningln estadio de la ovogénesis podemos ver la ausencia de total de una familia
de genes, donde a pesar de que en el primer estadio de la ovogénesis vemos solo algunos miembros
por familia, para los estadios subsecuentes ya se encuentran presentes el resto de los miembros,
sugiriendo un requerimiento mayor de la actividad de esta familia de genes (Figura 27). Por ejemplo,
en la familia de los efectores Rock parecen tener expresion durante todos los estadios de la ovogénesis,
pero para la familia de las forminas Fmnl encontramos ausente solo en el estadio 1 los genes fmnllay
fmnl2a, pero a partir del estadio 2 se encuentran presentes los demas miembros de la familia. En el
caso de la familia de las Daam los 3 genes parecieran estar ausentes tanto en el estadio | como en el
estadio Il a excepcidon de daam1b, coincidiendo la presencia de la familia completa hasta el estadio .
Lo que no sabemos es, si una vez que inicié la expresién de un gen, esta transcripcién fue reprimida en
cierto momento de la ovogénesis y los RNAm permanecieron en estado de silenciamiento como suele
ocurrir con ciertos transcritos asociados a complejos ribonucleoproteicos (Eulalio et al., 2007) que
podria ser nuestro caso si formaran parte del Cuerpo de Balbiani. También suele ocurrir este
silenciamiento con los transcritos del plasma germinal (Dallaire, Frédérick and Simard, 2018), que por
otro lado podrian tener una actividad transcripcional continua debido a la demanda de la funcién que
desarrollaria la proteina para la que codifica ya, sea cinasa o nucleadoras de filamentos de actina. Para
el caso de rock2b, daamla y daam2b convendria disefiar otros oligos ya que el tamafio es idéntico o
muy similar para la amplificacién tanto por DNA gendmico o cDNA, o agregar un tratamiento de DNAsa
a la extraccion de RNA.

Una vez que es exportado el transcrito a la parte citosdlica de la célula, este puede difundir o ser
reconocido por ribonucleoproteinas que, con ayuda del andamiaje en el citoesqueleto, podrian facilitar
el transporte a regiones subcelulares distales para ser ahi un reservorio de transcritos, como para llevar
a cabo una traduccion localizada. Nosotros pudimos observar por la técnica de hibridacion in situ para
los genes de la via de RhoA, es que tienen patrones de expresion muy similares a los patrones de
expresion de los RNAm del plasma germinal (Kosaka et al., 2007), inclusive algunos parecieran
localizarse en el Cuerpo de Balbiani (Figura 13, Figura 28, Figura 25). Esta localizacion subcelular podria
estar relacionada con elementos Cis dentro de los RNAs, marcas que nosotros proponemos se
encontrarian conservadas en su secuencia lineal y requeridas para el reconocimiento y organizacién de
estos transcritos tanto en el Cuerpo de Balbiani (sICB) (Figura 23, Figura 24) y/o anclaje en el polo
vegetal del ovocito (slV) (Figura 21, Figura 22). Asi nosotros encontramos que los transcritos de la
familia Rhoa rhoaa y rhoab tienen una posible sICB, e inversamente el resto de la familia tanto rhoac,
rhoca y rhocb tienen un cluster de slV lo que posiblemente indicaria papeles distintos para esta familia
durante la ovogénesis. Para la familia de las Rock, rock2a y rock2b tienen posibles sICB, pero los tres
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genes tienen clusters de slV que se vuelve muy interesante, porque la presencia de esta cinasa para la
gue codifican podria participar en la estabilizacién del cuerpo de Balbiani, pero posiblemente se
requiera de mayor actividad cinasa para migrar este microdominio por lo cual se podria reclutarse a
rockl. En la familia de las forminas daamla, daam2, fmnl1b, fmnl2a y fmn2b contienen posibles sICB
para lo cual se ha descrito una acumulacidon de fibras de actina en el cuerpo de Balbiani, pero
seguramente para el rearreglo del citoesqueleto durante la migracién del plasma germinal a la parte
vegetal es requerida la funcidn te toda esta familia, donde todos los miembros cuentan con al menos
un cluster de slV.

En base a lo que se observé con el cultivo de ovocitos en presencia tanto del inhibidor de RhoA como
de Rock, pareciera que la via RhoA/Rock participa no solo en el confinamiento sitio especifico del
plasma germinal en los septos de division durante la embriogénesis temprana (Miranda-Rodriguez et
al., 2017), sino también, en la dindmica del ensamblaje y desensamblaje del Cuerpo de Balbiani. Este
proceso, mediado por RhoA/Rock es un ejemplo mas de localizacidon-funcidn desde nivel de transcrito
de algunos de sus homodlogos de los cuales también predecimos bioinformaticamente la presencia de
elementos Cis especificos para localizacién en este macrocomplejo granular por reconocimiento del
homdlogo de Hermes en esta especie, la proteina Rbpms2 cuyo sitio de uniéon es muy similar al
reportado en la base de datos de oRNAment (Benoit Bouvrette et al., 2020) y que esta proteina podria
ser no solo capaz de reconocer RNAs del plasma germinal (Nijjar and Woodland, 2013) sino reconocer
RNAs de proteinas que faciliten el transporte del plasma germinal. La presencia activa de RhoA en el
Cuerpo de Balbiani adquiere sentido cuando, a pesar de tener claro que es una estructura granular, se
conceptualiza con los fragmentos de Reticulo Endoplasmatico del cual se tiene reporte que puede
anclarse (Liao, Ma and Liu, 2011) junto con la nube mitocondrial que serian las membranas a las cuales
podria unirse y regular a sus proteinas efectoras. Al parecer estos organelos celulares son de los
componentes mds conservados en este tipo de estructura (Guraya, 1979b; Marlow, 2015).

Para que se lleve a cabo la correcta formacién y estabilidad del Cuerpo de Balbiani posiblemente estén
participando 2 mecanismos simultaneamente. El primer mecanismo propuesto es la acumulacién de
fibras de actina en este microdominio, cuya nucleacion podria ser efectuada por la actividad enzimatica
de la familia de las forminas, de los cuales varios de sus miembros presentan una localizacion de su
transcrito para el Cuerpo de Balbiani y que nosotros hemos predicho bioinformaticamente con el
analisis de su secuencia lineal. Se sabe que la asociacién de los granulos de RNA con filamentos de actina
les confiere la capacidad de mantenerse de forma estatica temporalmente (Rajgor and Shanahan,
2014). Por otro lado, el segundo mecanismo podria estar ligado a la estabilidad de estructuras
granulares mediado por fosforilaciéon de proteinas con dominio intrinsecamente desordenados, como
los de la proteina Bucky ball. Se ha demostrado que este tipo de proteinas requieren ser fosforiladas
por proteinas con actividad cinasa para mantener estabilidad de complejos granulares (Wang et al.,
2014). Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que Rock2a podria ser una cinasa
responsable de este proceso ya que presenta predichas para una localizacidon de su transcrito en el
Cuerpo de Balbiani, y el patron de expresion por hibridacion in situ también revela que la localizacién
del transcrito en el Cuerpo de Balbiani. Por lo tanto, Rock podria traducirse localmente y fosforilar varios
sustratos. Cabe resaltar que otro sustrato de Rock es la cadena ligera de la miosina a la cual también se
le ha atribuido un papel importante para la localizacion de los RNAs (Latham et al., 2001). Por lo tanto,
Rock2a podria estar fosforilando a Bucky ball durante el ensamblaje del Cuerpo de Balbiani que después
guedaria estabilizado por las fibras de actina, lo que sugeriria un papel directo en la localizacion de
RNAs mediada por fosforilacién de proteinas intrinsecamente desordenadas indispensables para la
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formacion de estructuras granulares, asi como su movimiento por el espacio intracelular. Existe la
posibilidad de que estas proteinas nucleadoras de actina o proteinas con actividad cinasa pudieran estar
participando en la dindmica de formacién y desensamblaje de plasma germinal participando en sitios
subcelulares diferentes simultdneamente (Hall, 1998; Boettner and Van Aelst, 2002).

Una vez estabilizado y formado el Cuerpo de Balbiani, este migra y se desensambla en el polo vegetal
del ovocito, pero permanece estatico con una localizacién perinuclear en mutantes de la proteina
Macfla (Gupta et al., 2010). Estos datos son similares a nuestros resultados preliminares de la inhibicion
de la via de RhoA/Rock donde los ovocitos mantienen estructurado el plasma germinal en forma de
Cuerpo de Balbiani en estadio 1b donde deberian ya haber migrado el plasma germinal formando un
gradiente, y donde podria estar inhibiéndose la actividad de las cinasas Rock afectando la fosforilacién
de las proteinas motoras como su blanco mas estudiado la miosina (Bloom and Beach, 1999; Latham et
al., 2001; Lindsay and McCaffrey, 2011), que ayudarian a la migracidn de esta estructura granular.
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Conclusion

En base a las predicciones bioinformaticas, RT-PCRs e hibridaciones in situ, se puede proponer que los
mecanismos de localizacién no solo de los RNAs del plasma germinal, sino también de RNAm en si,
dependan del reconocimiento temporal de marcas especificas en ellos por ribonucleoproteinas.

Posiblemente la estabilidad de la estructura granular de microdominios celulares como el Cuerpo de
Balbiani depende de modificaciones postraduccionales tales como la fosforilacion de proteinas que
forman parte de esos complejos, asi mismo, la fosforilacion de proteinas motoras que viajan por el
citoesqueleto que podrian participar en la regulaciéon de la dindmica y recambio de los componentes
de estos agregados.

Perspectivas Bioinformaticas

Ajuste fino de nuestro modelo bioinformatico con respecto a otros posibles controles o pruebas
para la identificacién de sefiales de localizacion.

Implementar el analisis de estructura secundaria de RNA en los posibles sitios de sefiales de
localizacion.

Aplicacién del modelo bioinformatico al transcriptoma de pez cebra, asi como el de otros
organismos modelo.

Perspectivas Experimentales

Demostrar que las sefiales de localizacién funcionan para localizar los RNAs en el Cuerpo de
Balbiani o en el polo vegetal de ovocitos de pez cebra.

Replicar los resultados del patrén de expresion de los genes de la via de RhoA y sus genes
efectores para sustentar su posible localizacion subcelular en el plasma germinal durante la
ovogénesis de pez cebra.

Dilucidar si la via de RhoA durante la dinamica de la localizacion del plasma germinal durante la
ovogénesis es facilitada por la familia de genes Rock o de las forminas o un sinergismo entre
ellas.
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Informacion Suplementaria

Tablas Suplementarias.

RBP; RBDs

STAU; 4
dsRBDs
conservados

ZBP1, VERA,
IMP1; 2
RRM y 4 KH

hnRNPA/B,
Squid,
Hrp48; RRM,
KH, y RGG

CPEB

Rump

ARC1

She2/She3

Puf3p; PHD

RBP-L/RBP-
P; 3 RRM

RNAm(especie)

oskar
(Drosophila)

bicoid
(Drosophila)
vg1 (Xenopus)

CamKlla
(mamifero)

ActB
(mamifero)

vglyvegT
(Xenopus)

Tau (rata)

MBP
(mamifero)
gurken
(Drosophila)

oskar
(Drosophila)

MAP2 (rata)

Z0-1 (raton)

cyclinB1y
Xbub3
(Xenopus)
nanos
(Drosophila)

Arcl
(mamifero)

OXA1
(levadura)

COX17
(levadura)

glutelin (arroz)

Cadigo postal

3' UTR (SOLE;
acumulaciones
EJC)

3'UTR and 50
stem loops

3' UTR (366nt)

3' UTR (30nt)

3'UTR, 5'-

GGACU-3' (4-8) y
5'-ACA-3' (22-24)

3'UTR
(elemento X4)

Secuencias ricas
en U

3' UTR (21nt
A2RE)

5'UTR

3' UTR (SOLE;
acumulaciones
EJC)

3'UTR CPE

3' UTR (5 CPEs
conservados)

3'UTR CPE

3'"UTR (4
regiones
parcialmente
redundantes)
3'UTR

3'UTRy ORF

3' UTR (motivos
UGUR)

ORF (motivos
repetidos) y 3'
UTR (rico en U)

Mecanismo de transporte

Transporte activo

(kinesina) con trayecto

aleatoria sesgado
Transporte activo
(dineina) y anclaje

Transporte activo
(kinesina) y anclaje

Transporte activo

Transporte activo,
difusion, y anclaje

Transporte activo
(kinesina) y anclaje

Transporte activo
(kinesina)

Transporte activo

Transporte activo
(dineina) y anclaje

Transporte activo
(kinesina)

Transporte activo

Desconocido

Desconocido

difusion y anclaje

Transporte activoy
exovesiculas

Transporte activo
(miosina) y anclaje
Desconocido

Desconocido
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Funcion celular

Diferenciacidn germinal

Patrones embrionarios

Patrones embrionarios

Movimiento de fibroblastos
y guia axonal

Diferenciacién endodérmica
embrionaria

Mantenimiento de
polaridad axonal

Formacién de envoltura de
mielina
Desarrollo embrionario

Diferenciacion germinal

Ensamblaje de microtubulos

Ensamblaje y polaridad de
uniones estrechas en la
parte haz epitelio

Huso y division mitdtica

Polaridad embrionaria

Plasticidad sinaptica

Cambio de tipo sexual

Biogénesis de membrana
interna mitocondrial

Biogénesis de membrana
mitocondrial y mortalidad

Desarrollo de grano



FMRP; KH y
RGG

SMAUG

LARP6

TDP-43;
RRMy C-

prolamine
(arroz)

MAP1b and
CamKlla
(mamifero)
hsp83
(Drosophila)

RNAm de
proteinas
ribosomales
(mamifero)
NEFLy RAC1
(mamifero)

terminal rico

en Gly
NOVA

girk2 (raton)

ORF (motivos
repetidos) y
3'UTR (rico en U)
G-cuadruplex

3'UTR

5'TOP

3'UTR

Regidn intrdnica
y 3'UTR YCAY

Transporte activo

Transporte activo

Transporte activo

Degradacion y proteccion
local

Desconocido

Transporte activo

Desarrollo de grano

Neurogénesis y formacion
de memoria

Desarrollo: eliminacién de
transcritos maternos

Formacién de
protuberancias de
fibroblasto

Desarrollo neuronal y
plasticidad

Actividad de la dendrita de
la neurona motora espinal

Tabla Suplementaria 1. Ribonucleoproteinas y sus zipcodes de los RNAs objetivo que guian su localizacién.

Gene

actbb
aszl
brul
buc
ccnbl
cpeblb
daamila
daamlb
daam2
dazl
diaph2
diaph3
dnd
fmnlla
fmnllb
fmnl2a
fmni2b
fmnli3
grip2a
macfla
magoh
nanos3
pou5f3

NM_181601
NM_200230
AB032726
NM_001256780
NM_131513
NM_131427
XM_702261
XM_005160502
XM_001338872
NM_131524
XM_021472893
NM_001003624
AY225448
XM_680041
XM_009297615
XM_017357746
XM_005165857
NM_001346154
NM_001123288
XM_017352288
NM_001017700
NM_131878
NM_131112
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clusters nE2
E2MV1 MVlen
S5UTR

O O O 0O 0O 0O 0O oOor OO0 OO0 OO0 oo oo o o o

nE2
MV1 en
CDS

nE2
MV1 en
3UTR
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nE2
MV1 en
5UTR-

CDS

nE2
MV1 en

CDS-

3UTR

nE2
MV1 en
5UTR-
3UTR
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rbpms2b

rhoaa
rhoab
rhoac
rhoca
rhocb
rockl

rock2a

rock2b
tdrdé
vasa

wnt8

NM_200259
NM_213137
NM_212749
NM_213350
NM_201150
NM_001002445
NM_001256634
NM_174863
XM_017352433
XM_688932
BC129275
NM_130946

O R B KRB P B B B O O O

1

o O »r O O O O O O o o

0

O »r O O O O O O O o o

0

o O O r B B B B O O O

0

O O O O O o o o o o o

0

R O O O O O O o o o o o

Tabla Suplementaria 2. Cuantificacidn y localizaciéon de los clisters de motivos E2 MV1 en transcritos de D. rerio.

Gene

actbb
aszl
brul
buc
ccnbl
cpeblb
daamila
daamib
daam2
dazl
diaph2
diaph3
dnd
fmnlla
fmnllb
fmnl2a
fmni2b
fmnli3
grip2a
macfla
magoh
nanos3
pou5f3
rbpms2b
rhoaa
rhoab
rhoac

rhoca

ID

NM_181601
NM_200230
AB032726
NM_001256780
NM_131513
NM_131427
XM_702261
XM_005160502
XM_001338872
NM_131524
XM_021472893
NM_001003624
AY225448
XM_680041
XM_009297615
XM_017357746
XM_005165857
NM_001346154
NM_001123288
XM_017352288
NM_001017700
NM_131878
NM_131112
NM_200259
NM_213137
NM_212749
NM_213350
NM_201150

siBB
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nBB
S5UTR

nBB CDS
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3UTR
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rhocb NM_001002445
rockl NM_001256634
rock2za NM_174863
rock2b = XM_017352433
tdrdé XM_688932
vasa BC129275

wnt8 NM_130946 0 0 0 0

Tabla Suplementaria 3. Cuantificacidn y localizacién de sefiales de localizacidn del Cuerpo de Balbiani en transcritos de D. rerio.

w v w un o o
o w w o o o
o N O O O O
w O o un o o

Gen Producto cDNA (pb) Producto DNA (pb)
rock1 350 6656
rock2a 442 6842
rock2b 200 200
fmnlla 440 1760
fmnlib 305 4339
fmnl2a 365 5076
fmnl2b 326 2088
fmnli3 451 4313
daamla | 515 519
daamib | 498 498
daam2 509 20,762

Tabla Suplementaria 4. Tamafio del producto por PCR proveniente de muestras de cDNA o DNA gendmico.
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Figuras suplementarias
I 1l IVOv -

I 1 1l1IVOv -

I 11 IVOv -

-350 pb

rock2a rock2b

I 11 1IVOv - I 1 1mivOov -

fmnlla fmnlib

I I 1m voOov -
I miwvov -
L1 uivov -

-519 pb
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fmni2b fmni3 daam1la

I 1 11IvVOv -
I 1 1mIvOov -

COLBLEREE i

damm1b daam?2

Figura Suplementaria 1 Expresion de los genes de la familia Rock y Forminas en estadios I-1V de la ovogénesis de pez cebra.
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Anexo programa
def find_all_indexes(input_str, search_str):
11 =]
length = len(input_str)
index=0
while index < length:
i = input_str.find(search_str, index)
ifi==-1:
return |1
11.append(i)
index=i+1
return 11
def find_sites(sec,list_motiffs):
d=(]
foriin range(0,len(list_motiffs)):
d=d+find_all_indexes(sec,list_motiffs[i])
d.sort()
returnd
def transcrip(a):
a=a.upper()
b=a.replace('T','U")
return b
def clusters(list_posc,clust_of,max_sep,emp_cds,empieza_3utr):
c=0
juntos=[]
clust=[]
nclu=0
n5clu=0
n5 3clu=0
n5 Cclu=0
nCclu=0
nC_3clu=0
n3clu=0
foriin range(0,len(list_posc)-1):
if (list_posc[i+1]-list_posc[i])<=max_sep:
juntos=juntos+[list_posc[i]]
c=1
if i==(len(list_posc)-2):
if len(juntos)>=clust_of-1:
juntos=juntos+[list_posc[i]]
loclu=loc_clu(juntos,emp_cds,empieza_3utr)
n5clu=n5clu+loclu[0]
nCclu=nCclu+loclu[1]
n3clu=n3clu+loclu[2]
n5_Cclu=n5_Cclu+loclu[3]
nC_3clu=nC_3clu+loclu[4]
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n5_3clu=n5_3clu+loclu[5]
clust=clust+juntos
nclu=nclu+1
else:
if c==1:
if len(juntos)>=clust_of-1:
juntos=juntos+[list_posc[i]]
loclu=loc_clu(juntos,emp_cds,empieza_3utr)
n5clu=n5clu+loclu[0]
nCclu=nCclu+loclu[1]
n3clu=n3clu+loclu[2]
n5_Cclu=n5_Cclu+loclu[3]
nC_3clu=nC_3clu+loclu[4]
n5_3clu=n5_3clu+loclu[5]
clust=clust+juntos
juntos=[]
c=0
nclu=nclu+1
else:
juntos=[]
c=0
return clust,nclu,n5clu,nCclu,n3clu,n5_Cclu,nC_3clu,n5_3clu
def loc_clu(clu,emp_cds,empieza_3utr):
a=clu[0]
b=clu[-1]
n5clu=0
n5 3clu=0
n5_ Cclu=0
nCclu=0
nC_3clu=0
n3clu=0
if a>=empieza_3utr:
n3clu=1
else:
if a>=emp_cds:
if b>=empieza_3utr:
nC_3clu=1
else:
nCclu=1
else:
if b>=empieza_3utr:
n5 3clu=1
else:
if b>=emp_cds:
n5_ Cclu=1
else:
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n5clu=1
return n5clu,nCclu,n3clu,n5_Cclu,nC_3clu,n5_3clu

def pos_transc_part(list_pos,emp_cds,empieza_3utr):
utr5=[]
cds=[]
utr3=[]
foriin range(0, len(list_pos)):
if list_pos[i]l<emp_cds:
utr5=utr5+[list_posli]]
if list_pos[i]>=emp_cds and list_pos[i]J<empieza_3utr:
cds=cds+[list_pos[i]]
if list_pos[i]>=empieza_3utr:
utr3=utr3+[list_posli]]
return utr5,cds,utr3

def scat(df,list_gen_df):

keys=df.keys()

list_scat=[]

foriin range(0,len(keys)):
list_key=list(df[keys[i]])
list_scat_0=[]
for jin range(0,len(list_gen_df)):

for k in range(0,len(list_key[j])):
list_scat_O=list_scat_0+[[list_gen_df{[j],list_key[j][k]]]

list_scat_O=pd.DataFrame(data=list_scat_0,columns=['Gene’,'potitions'])
list_scat=list_scat+[list_scat_0]

return list_scat

def plotear(list_df):

dff=[]

foriin range(0,len(list_df)):
dff=dff+[list_df[i].sort_values(by='Gene',ascending=False)]

list_df=dff

n=5

grid = plt.GridSpec(1,n, wspace=0, hspace=0)

plt.Figure(figsize=(11,4))

ax2=plt.subplot(grid[0,n-1])

ax=plt.subplot(grid[0,0:n-1],sharey=ax2)

ax.scatter(y=list_df[0]['Gene'],x=list_df[0]['potitions'],color="lightblue’)

if len(list_df)==5:
ax.scatter(y=list_df[4]['Gene'],x=list_df[4]['potitions'],s=50,color="black')

ax.scatter(y=list_df[1]['Gene'],x=list_df[1]['potitions'],s=20,color="'orange’)

ax.scatter(y=list_df[2]['Gene'],x=list_df[2]['potitions'],s=20,color='green’)

ax.scatter(y=list_df[3]['Gene'],x=list_df[3]['potitions'],s=20,color="red')

try:
ax2.scatter(y=list_df[0]['Gene'],x=list_df[0]['potitions'],color='lightblue')
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if len(list_df)==5:
ax2.scatter(y=list_df[4]['Gene'],x=list_df[4]['potitions'],s=50,color="black’)

ax2.scatter(y=list_df[0]['Gene'],x=list_df[0]['potitions'],color="lightblue')

ax2.scatter(y=list_df[1]['Gene'],x=list_df[1]['potitions'],s=20,color='orange’)

ax2.scatter(y=list_df[2]['Gene'],x=list_df[2]['potitions'],s=20,color='green’)

ax2.scatter(y=list_df[3]['Gene'],x=list_df[3]['potitions'],s=20,color="red')

ax.set_xlim(-100,9000)

ax2.set_xlim(26500,28500)

ax.spines['right'].set_visible(False)

#ax2.ylabels.set_visible(False)

ax2.spines|'left'].set_visible(False)

#Hax.xaxis.tick_top()

ax.tick_params(labeltop=False) # don't put tick labels at the top

#ax2.xaxis.tick_bottom()

d =.015 # how big to make the diagonal lines in axes coordinates

# arguments to pass to plot, just so we don't keep repeating them

kwargs = dict(transform=ax2.transAxes, color="k’, clip_on=False)

ax2.plot((-d, +d), (-d, +d), **kwargs) # top-left diagonal

ax2.plot((-d, +d), (1 - d, 1 + d), **kwargs) # bottom-left diagonal

kwargs.update(transform=ax.transAxes) # switch to the bottom axes
ax.plot((1-d,1+d), (-d, +d), **kwargs) # top-right diagonal
ax.plot((1-d,1+d),(1-d, 1+d), **kwargs) # bottom-right diagonal
except:
a=0
a=a+a
plt.show()
plt.clf()

#Paqueterias
import pandas as pd
import matplotlib.pyplot as plt

#extraer nombre de las hojas
df=pd.ExcelFile(r'C:\Users\ji_m\Desktop\rna_database_germplasm_pandas.xIsx')
sheetnames=df.sheet_names

#hacer por nombres de las hojas
all_dfs=[]
foriin range(0,len(sheetnames)):

df=pd.read_excel(r'C:\Users\ji_m\Desktop\rna_database germplasm_pandas.xlsx',sheet_names=i,ind
ex='Gene')

shape=df.shape

#por tipo de gen

cat='Categoria'
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#para tesis

cat="'Categoria_2'

categorias=pd.Categoricallndex(df[cat]).categories

df['empieza_cds']=df['Transc. Size']-df['Coding seq size']-df['UTR_3_size']

df['empieza_3utr']=df['Transc. Size']-df['UTR_3_size']

all_E2MV1_posc=[]

all_E2MV1_clusters=[]

all_E2MV1_nclu=[]

all_E2MV1_transc_5utr=[]

all_E2MV1_transc_cds=[]

all_E2MV1_transc_3utr=[]

all_BB_posc=[]

all_BB_transc_5utr=[]

all_BB_transc_cds=[]

all_BB_transc_3utr=[]

nE2MV1=[]

nE2MV1_5UTR=[]

nE2MV1_CDS=[]

nE2MV1_3UTR=[]

nBB=[]

nBB_5UTR=[]

nBB_CDS=[]

nBB_3UTR=[]

all_E2MV1_nclu5=[]

all_E2MV1_ncluC=[]

all_E2MV1_nclu3=]]

all_E2MV1_nclu5_C=[]

all_E2MV1_ncluC_3=[]

all_E2MV1 _nclu5_3=[]

for jin range(0,shape[0]):
t=transcrip(df['Transc.'][j])
E2MV1_motiffs=['UUCAC','UUGCAC','AUCAC','UUCAU','UCCAC',

'UUCAG','UUUCU','CUUCU','UCucu','yuuucc’,
'UCcucc','cuuuu]

E2MV1_posc=find_sites(t,E2MV1_motiffs)
NE2MV1=nE2MV1+[len(E2MV1_posc)]
E2MV1_transc_parts=pos_transc_part(E2MV1_posc,df['empieza_cds'][j],df['empieza_3utr'][j])
E2MV1_transc_5utr=E2MV1_transc_parts[0]
nE2MV1 _5UTR=nE2MV1_5UTR+[len(E2MV1_transc_5utr)]
all_E2MV1_transc_5utr=all_E2MV1_transc_5utr+[E2MV1_transc_5utr]
E2MV1_transc_cds=E2MV1_transc_parts[1]
NE2MV1_CDS=nE2MV1_CDS+[len(E2MV1_transc_cds)]
all_ E2MV1_transc_cds=all_ E2MV1_transc_cds+[E2MV1_transc_cds]
E2MV1_transc_3utr=E2MV1_transc_parts[2]
nE2MV1_3UTR=nE2MV1_3UTR+[len(E2MV1_transc_3utr)]
all_E2MV1_transc_3utr=all_E2MV1_transc_3utr+[E2MV1_transc_3utr]
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all_ E2MV1_posc=all E2MV1_posc+[E2MV1_posc]
E2MV1_clusters=clusters(E2MV1_posc,9,80,df['empieza_cds'][j],df['empieza_3utr'][j])
all_E2MV1_clusters=all_E2MV1_clusters+[E2MV1_clusters[0]]
all_ E2MV1_nclu=all_E2MV1_nclu+[E2MV1_clusters[1]]
all_ E2MV1_nclu5=all_E2MV1_nclu5+[E2MV1_clusters[2]]
all_E2MV1_ncluC=all_E2MV1_ncluC+[E2MV1_clusters[3]]
all_E2MV1_nclu3=all_E2MV1_nclu3+[E2MV1_clusters[4]]
all_E2MV1_nclu5_C=all_E2MV1_nclu5_C+[E2MV1_clusters[5]]
all_E2MV1_ncluC_3=all_E2MV1_ncluC_3+[E2MV1_clusters[6]]
all_E2MV1_nclu5_3=all_E2MV1_nclu5_3+[E2MV1_clusters[7]]
BB_motiffs=['GUAUUUA','UUGAUUU']
BB_posc=find_sites(t,BB_motiffs)
nBB=nBB+[len(BB_posc)]
BB_transc_parts=pos_transc_part(BB_posc,df['empieza_cds'][j],df['empieza_3utr'][j])
BB _transc_5utr=BB_transc_parts[0]
nBB_5UTR=nBB_5UTR+[len(BB_transc_5utr)]
all_BB_transc_5utr=all_BB_transc_5utr+[BB_transc_5utr]
BB_transc_cds=BB_transc_parts[1]
nBB_CDS=nBB_CDS+[len(BB_transc_cds)]
all_BB_transc_cds=all_BB_transc_cds+[BB_transc_cds]
BB_transc_3utr=BB_transc_parts[2]
nBB_3UTR=nBB_3UTR+[len(BB_transc_3utr)]
all_BB_transc_3utr=all_BB_transc_3utr+[BB_transc_3utr]
all_BB_posc=all_BB_posc+[BB_posc]

df['E2MV1 signal pos']=all_E2MV1_posc

df['nE2ZMV1 signal']=nE2MV1

df['E2MV1 clusters']=all_E2MV1_clusters

df['clasters E2MV1']=all_E2MV1_nclu

df['E2MV1 pos 5UTR']=all_E2MV1_transc_5utr

df['E2MV1 pos CDS']=all_E2MV1_transc_cds

df['E2MV1 pos 3UTR']=all_E2MV1_transc_3utr

df['E2MV1 en 5UTR']=nE2MV1_5UTR

df['E2MV1 en CDS']=nE2MV1_CDS

df['E2MV1 en 3UTR']=nE2MV1_3UTR

df['nE2MV1 en 5UTR']=all_E2MV1_nclu5

df['nE2MV1 en CDS']=all_E2MV1_ncluC

df['nE2MV1 en 3UTR']=all_E2MV1_nclu3

df['nE2MV1 en 5UTR-CDS']=all_E2MV1_nclu5 C

df['nE2MV1 en CDS-3UTR']=all_E2MV1_ncluC_3

df['nE2MV1 en 5UTR-3UTR']=all_E2MV1_nclu5_3

df['BB signal pos']=all_BB_posc

df['sIBB']=nBB

df['BB pos 5UTR']=all_BB_transc_5utr

df['BB pos CDS']=all_BB_transc_cds

df['BB pos 3UTR']=all_BB_transc_3utr

df['nBB 5UTR']=nBB_5UTR
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df['nBB CDS']=nBB_CDS

df['nBB 3UTR']=nBB_3UTR

df=df.sort_values(by='Gene')

all_dfs=all_dfs+[df]

for j in range(0,len(categorias)):
df1=df[df[cat]==categorias[j]]
list_gen_dfl=list(df1['Gene'])
list_len_tra=list(df1['Transc. Size'])
dfo={'Gene"list_gen_df1,'potitions":list_len_tra}
dfO=pd.DataFrame(data=df0)
df0.sort_values('Gene')
df2=df1.filter(items=['E2MV1 pos 5UTR','E2MV1 pos CDS',

'E2MV1 pos 3UTR'])
df22=df1 filter(items=['E2MV1 clusters'])
scats2=scat(df2,list_gen_df1)
scats22=scat(df22,list_gen_df1)
scats2=[df0]+scats2+scats22
plotear(scats2)
df3=df1l.filter(items=['BB pos 5UTR','BB pos CDS',
‘BB pos 3UTR'])

scats3=scat(df3,list_gen_dfl)
scats3=[df0]+scats3
plotear(scats3)

#Crear el documento excel
writer = pd.ExcelWriter('final_data_pandas.xlIsx', engine="xIsxwriter')
foriin range(0,len(all_dfs)):

dfi=all_dfs[i].filter(items=['Gene','Categoria’,'ID','clusters E2MV1','sIBB','nE2MV1 en 5UTR','nE2ZMV1
en CDS','nE2ZMV1 en 3UTR','nE2MV1 en 5UTR-CDS','nE2MV1 en CDS-3UTR','nE2MV1 en 5UTR-
3UTR','nBB 5UTR','nBB CDS','nBB 3UTR'])

dfi=dfi.set_index('Gene')

dfi.to_excel(writer, sheet_name=sheetnames]i])
writer.save()
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