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Resumen

Las proteinas MCTP (Multiple C2 domain and transmembrane region protein) poseen tres
dominios C2 hacia el lado del citosol capaces de coordinar dos o tres iones de calcio y dos
regiones transmembranales que sirven para anclar la proteina a la membrana de distintos
organelos. Diversos estudios indican que estas proteinas podrian participar en la sinapsis
quimica, la migracién celular, la sintesis de gotas lipidicas, regulaciéon del metabolismo
redox y en el establecimiento tubular del reticulo endoplasmatico. El pez cebra (Danio rerio)
posee cuatro genes mctp (mctpla, mctplb, mctp2a, mctp2b)y la sobreexpresion de mctp2b
en todas las células del embrién produce una mortalidad de cerca del 50% a las 24 horas
post-fertilizacién (hpf), ademads, mutaciones dirigidas al gen mctp2b causan una mortalidad
del 100% en los primeros dos dias post-fertilizacion. Se ha identificado que en las neuronas
de pez cebra la proteina Mctp2b se localiza en organelos de la via endocitica. El presente
estudio tuvo como objetivo sobreexpresar el gen mctp2b en neuronas de larvas de Danio
rerio, para conocer mas sobre la funcién de la proteina Mctp2b en la actividad neuronal. Se
disefd un vector de sobreexpresidon que contiene la secuencia codificante para la proteina
Mctp2b fusionada a GFP modulada por el promotor neuronal elavl3. La sobreexpresién de
mctp2b en neuronas produjo mayor mortalidad (15% en promedio) comparada con el
control no microinyectado (P=0.001), mientras que la sobreexpresidon neuronal de gfp no
presentd diferencias significativas en la mortalidad comparada con los controles. La
sobreexpresidon neuronal de mctp2b-gfp se observd mayormente en las motoneuronas
primarias y en las neuronas Rohon-Beard, debido a que éstas son de las primeras lineas
neuronales en diferenciarse. Se hipotetiza que al sobreexpresar mctp2b-gfp las funciones
celulares de la proteina Mctp2b se alteran, lo que compromete la supervivencia neuronal y
por ende la supervivencia de los embriones a las 24 hpf, pero se necesitan mas
experimentos para conocer cudles son las funciones celulares que se ven afectadas.



Abstract

MCTP proteins (Multiple C2 domain and transmembrane region protein) have three C2
domains towards the cytosol side capable of coordinating two or three calcium ions and
two transmembrane regions that serve to anchor the protein to the membrane of different
organelles. Various studies indicate that these proteins could participate in chemical
synapsis, cell migration, synthesis of lipid droplets, regulation of redox metabolism and in
the tubular establishment of the endoplasmic reticulum. Zebrafish (Danio rerio) has four
mctp genes (mctpla, mctplb, mctp2a, mctp2b) and overexpression of mctp2b in the
embryo produces a mortality of about 50% at 24 hours post-fertilization (hpf), in addition,
mutations targeting the mctp2b gene cause 100% mortality in the first two days post-
fertilization. It has been identified that in zebrafish neurons the Mctp2b protein is located
in organelles of the endocytic pathway. The present study aimed to overexpress the mctp2b
gene in neurons of Danio rerio larvae, to learn more about the function of the Mctp2b
protein in neuronal activity. An overexpression vector was designed that contains the
coding sequence for the Mctp2b protein fused to GFP modulated by the neuronal elavi3
promoter. Overexpression of mctp2b in neurons produced greater mortality (15% on
average) compared to the non-microinjected control (P=0.001), while neuronal
overexpression of gfp did not present significant differences in mortality compared to
controls. The neuronal overexpression of mctp2b-gfp was observed mainly in primary
motoneurons and in Rohon-Beard neurons, because these are among the first neuronal
lines to differentiate. It is hypothesized that by overexpressing mctp2b-gfp the cellular
functions of the Mctp2b protein are altered, which compromises neuronal survival and
therefore the survival of embryos at 24 hpf, but more experiments are needed to know
what cellular functions are affected.
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1.-Introduccion.

Distintos experimentos sugieren que las proteinas MCTP (Proteinas con Multiples Dominios
C2 y Regiones Transmembranales) (Shin et al., 2005) pueden participar en el transporte
intracelular, en las sinapsis quimicas, en la regulacidon del metabolismo Redox, en la sintesis
de gotas lipidicas y en la migracion celular (Espino-Saldaia et al., 2020; Joshi et al., 2018;
Kim et al., 2020; Qiu et al., 2015).

En el genoma del pez cebra (Danio rerio) se encuentran cuatro genes mctp (mctpla,
mctplb, mctp2a, mctp2b) que se expresan en distintos drganos, incluido el cerebro. Se ha
encontrado que las mutaciones generadas por CRISPR/Cas9 y la sobreexpresion del gen
mctp2b producen alteraciones en el desarrollo embrionario y muerte prematura en el pez
cebra. A su vez, este gen se expresa en gran medida en el sistema nervioso central y la
evidencia sugiere que participa en las sinapsis quimicas y transporte vesicular (Espino-
Saldana et al., 2020; Pérez-Cortés, 2021; Qiu et al., 2015). Por lo cual, este trabajo tiene
como objetivo sobreexpresar el gen mctp2b fusionado a la region codificante para la
proteina GFP en neuronas para explorar mds sobre la funcidn de la proteina Mctp2b en el
sistema nervioso del pez cebra.

2.-Antecedentes.

2.1.- Proteinas MCTP.

Las proteinas MCTP (Proteinas con Multiples Dominios C2 y Regiones Transmembranales)
se caracterizan por contener tres dominios C2 hacia el extremo N-terminal, los cuales tienen
la capacidad de unirse con el Ca?* intracelular y con distintos lipidos de las membranas
celulares, ademas, tienen un tamano variable dependiendo de la especie y de la isoforma
de la proteina, pero en promedio miden entre 700 y 1000 aminodcidos (Joshi et al., 2021;
Shin et al., 2005). Ademas, poseen dos regiones transmembranales hacia el extremo C-
terminal (Figura 1), que anclan la proteina a la membrana de distintos organelos como el
reticulo endoplasmatico, los lisosomas y los endosomas de reciclaje y tardios (Espino-
Saldafia et al., 2020). Por otra parte, se ha encontrado que las regiones transmembranales
de MCTP tienen similitudes estructurales con el Dominio de Homologia de las Reticulonas
(RHD) debido a que ambos cuentan con dos regiones hidrofébicas de 30 a 37 aminodacidos
que orientan tanto el extremo C como el N hacia el lado citosdlico (Figura 1). Ademas, las
regiones transmembranales de MCTP como el RHD son capaces de afectar la morfologia de
la membrana del reticulo endoplasmatico (Joshi et al., 2021).
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Figura 1.- Esquema de la proteina MCTP. Se muestran las regiones transmembranales
ancladas en la membrana y los dominios C2 en el lado citosélico. TMR: region
transmembranal, C2: dominio C2, C: segmento carboxilo-terminal, N: segmento amino-
terminal. (Basada en Shin et al, 2005).

Las proteinas MCTP se involucran en diversas funciones, la evidencia indica que actuan
como sensores intracelulares de calcio mas que como buffer regulador de calcio. Se ha
reportado que las proteinas MCTP pueden participar en el transporte intracelular por su
localizacion en el reticulo endoplasmatico (uno de los organelos principales de este
proceso). También se ha encontrado evidencia que demuestra la intervencién de las
proteinas MCTP en las sinapsis quimicas, ademas, se sugiere que estas proteinas podrian
estar involucradas en la sintesis de gotas lipidicas, en la migracion celular, en la regulacién
del metabolismo Redox vy en el establecimiento de la forma tubular del reticulo
endoplasmatico (Joshi et al., 2018, 2021; Qiu et al., 2015; Téllez-Arreola et al., 2020).

Las proteinas MCTP se han estudiado en diversos modelos animales, los cuales han
aportado informacién variada sobre su funcionamiento. Al inactivar la expresién del gen
mctp-1 mediante ARNi en Caenorhabditis elegans se encontré una mortalidad del 25% de
los individuos durante el desarrollo embrionario (Maeda et al.,, 2001). Otro estudio
realizado en el mismo nematodo demostré que la proteina MCTP se localiza en un
subconjunto de neuronas sensoriales y motoras, esta involucrada en la deteccién de
alimentos, modula la velocidad de liberacién de neurotransmisores y que el knockout para
dicho gen presenta una respuesta motora exacerbada durante la induccion optogenética
(Téllez-Arreola et al., 2020; Tovilla-Loza, 2020). Por otra parte, estudios realizados en
Drosophila melanogaster encontraron que el gen mctp se expresa en los érganos olfatorios
y que funciona como un sensor de calcio localizado en el reticulo endoplasmatico que es
necesario para la plasticidad homeostatica presindptica, la cual se define como la



modulacidén homeostatica de la liberacion de neurotransmisores presinapticos (Geng et al.,
2017; Tunstall et al., 2012). Un estudio realizado en Xenopus laevis bloqued la transcripcion
del ARNm para la proteina Mctp2 generando embriones con malformaciones cardiacas, lo
que confirma la importancia de esta proteina para el desarrollo de este érgano (Lalani et
al., 2013). Ademas, se han generado ratones knockout para el gen Mctpl que no muestran
ningun tipo de afectaciones (Tarchini et al., 2018). Por otra parte, se ha descrito que en
ratones la pérdida de Mctp2 en la vida adulta conduce a la insuficiencia cardiaca (Alkhouli,
2021).

Los Unicos sindromes humanos que se han comprobado que se producen por alteraciones
de alguna proteina MCTP, es el sindrome del corazén izquierdo hipoplasico y la coartacion
de la aorta, los cuales resultan de mutaciones en el gen que codifica para MCTP2 (Lalani et
al., 2013; Liu et al., 2022). Por otra parte, mediante estudios de asociacidon genética se
describié que alelos para MCTP1 y MCTP2 se encuentran asociados a pacientes con
sindrome bipolar y esquizofrenia respectivamente (Djurovic et al., 2009; Scott et al., 2009).
Ademas, se ha encontrado que la disminucidn de la transcripcion de un ARNmi llamado
“miR-18b-5p” se asocio a la aparicidn de esclerosis lateral amiotréfica, dicho ARNmi regula
la expresion de los genes Hifla, Mef2c, miR-206, Rarby entre ellos Mctp1 (Kim et al., 2020).

2.2.- Danio rerio como modelo experimental.

El pez cebra (Danio rerio) es un actinopterigio perteneciente a los cipriniformes del género
Danio, reciben su nombre comun por sus distintivas rayas horizontales pigmentadas a los
costados (Figura 2.a). En vida silvestre se distribuyen en aguas lentas o estancadas de paises
asiaticos (Pakistan, India, Bangladesh, Nepal y Myanmmar) (Figura 2.b); habitan arroyos,
canales, zanjas y estanques; se alimentan de gusanos y pequefios crustaceos. En las ultimas
décadas se ha popularizado su uso como mascota y como modelo biolégico en estudios
biomédicos y de biologia del desarrollo (Froese & Binohlan, 2009).
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Figura 2.- Anatomia externa del pez cebra (Danio rerio) y su distribucion geografica. a)
Anatomia externa del pez cebra, nétese sus distintivas rayas horizontales pigmentadas a
los costados por las cuales recibe su nombre. b) Distribucion geografica del pez cebra, se
marcan con rojo los paises en los cuales se distribuye de manera silvestre (Adaptada de
Froese & Binohlan, 2009 y Markowski, 2011).



A partir de la década de 1970, el pez cebra se comenzé a utilizar como modelo experimental
debido a que es mas facil de manipular genéticamente que el ratdn. Posee una gran
variedad de caracteristicas que lo hacen util como organismo modelo entre las que se
encuentran su desarrollo rapido fuera de la madre, es transparente en los primeros dias de
desarrollo (lo que permite observar las estructuras anatdmicas con mayor facilidad), el
costo de mantenimiento es bajo, necesitan poco espacio y poca infraestructura técnica,
ademas alcanza la madurez sexual muy rapido y tiene una alta tasa de fecundidad (Khan &
Alhewairini, 2018).

El pez cebra es ideal para estudios biomédicos porque posee muchas similitudes fisiolégicas
y genéticas con los humanos, incluido cerebro, tracto digestivo, musculatura y sistema
inmune. Una comparacion del genoma de pez cebra con la base de datos “Herencia
Mendeliana en el Hombre en Linea (OMIM, www.omim.org)” encontré que el 82% de estos
genes tienen al menos un ortélogo en pez cebra (Howe et al., 2013). Entre las enfermedades
humanas que se han podido estudiar en este animal estan las enfermedades de Huntington,
el Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la esquizofrenia, cancer, diabetes mellitus, entre
otras (Best & Alderton, 2008; Khan & Alhewairini, 2018; Zang et al., 2018). A su vez, se ha
usado como modelo para el estudio de procesos biolégicos y biotecnolégicos como la
hematopoyesis, la crio preservacion, la fisiologia neuronal, el desarrollo de vacunas, etc.
(Bailone et al., 2020; Bozkurt, 2020; Zang et al., 2018).

2.3.-Sistema nervioso central en D. rerio.

El desarrollo del sistema nervioso central en D. rerio comienza a las 10 horas post-
fertilizacion (hpf) cuando empieza a distinguirse la placa neural (Figura 3.a).
Posteriormente, alrededor de las 13 hpf, las células de la placa comienzan a migrar a la linea
media para formar la quilla neural, la cual estd mas engrosada en su parte medial y posee
una forma triangular (Figura 3.b). En las primeras etapas de las somitas, la quilla neural se
transforma en una barra sélida (Figura 3.c), luego esta barra sélida se somete a cavitacion
para formar un lumen y se transforma en un tubo neural. A las 24 hpf las principales
regiones del sistema nervioso central como el prosencéfalo (telencéfalo, diencéfalo), el
mesencéfalo, el rombencéfalo y la medula espinal ya son morfolégicamente distinguibles
(Figura 3.d). El desarrollo neuronal avanza rdpidamente y la mayoria de los tipos celulares,
nucleos y circuitos neuronales adultos se forman y funcionan alrededor de los 3 dias post-
fertilizacion (dpf) (Kaslin & Ganz, 2020).
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Telencéfalo Rombencéfalo

Diencefalo Médula espinal
BMesencéfalo
Figura 3.- Desarrollo del sistema nervioso en D. rerio. a) Placa neural a las 10 hpf. b)

Quilla neural a las 13 hpf. c) Cilindro neural solido a las 16 hpf. d) Las principales regiones
del cerebro, como el prosencéfalo (telencéfalo, diencéfalo), el mesencéfalo
(mesencéfalo), el rombencéfalo (metencéfalo) y la médula espinal a las 24 hpf. CB:
cerebelo, Pin: gldndula pineal, MB: mesencéfalo, FP: placa del piso, r: rombdmeros, T:
telencéfalo (adaptado de Kaslin & Ganz, 2020).

El cerebro del pez cebra tiene la morfologia tipica de un pez teleésteo. Los bulbos olfatorios
se localizan rostralmente. El cerebro anterior (prosencéfalo) estd compuesto por el
telencéfalo y el diencéfalo, el telencéfalo consiste en una estructura dorsal que forma dos
hemisferios bien distinguibles que cubren por completo la parte ventral. En la union
telencéfalica y diencéfalica, se localizan la habénula y la glandula pineal las cuales son
facilmente visibles desde el lado dorsal, mientras que por el lado ventral podemos observar
los nervios y el quiasma dptico. En el diencéfalo, justo después de la habénula se localiza el
tdlamo, en la posicidn ventral se encuentra el hipotdlamo e, inferior a este se encuentra la
glandula pituitaria. El mesencéfalo esta dominado por los l6bulos O6pticos tectales
emparejados ubicados dorsalmente. Posterior al techo dptico, esta el cerebelo y las
estructuras cerebelosas asociadas (Figura 4) (Kaslin & Ganz, 2020).
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Figura 4.-Principales partes del cerebro de D.rerio. a) Vista lateral. b) Vista dorsal y c)
Corte sagital. CC: cuerpo cerebeloso, DT: telencéfalo dorsal, Ha: habénula, Hyp:
hipotalamo, IL: I6bulo inferior, LX: I6bulo vagal, Ob: bulbo olfatorio, Pin: gldndula pineal,
SC: medula espinal, TeO: techo dptico, T: talamo, VT: telencéfalo ventral, Il: segundo
nervio craneal (nervio 6ptico); LVII, 6bulo facial. (Kaslin & Ganz, 2020)

2.4.-Proteinas Mctp en D. rerio.

Se ha encontrado que las proteinas Mctp se localizan en organelos de la via endocitica
(endosomas de reciclaje, reticulo endoplasmatico, lisosomas y endosomas tardios) en las
neuronas del pez cebra. También, se ha observado mediante ensayos de hibridacién in situ
gue los ARNm de los cuatro genes mctp se localizan en el sistema nervioso central en
embriones de pez cebra de 24 hpf. Ademas, se ha encontrado que los mutantes mosaicos
generados con CRISPR-Cas9 para el gen mctp2b presentan diversas alteraciones en el
desarrollo embrionario y una alta mortalidad (figura 5) (Espino-Saldana et al., 2020),
mientras que los individuos con mutaciones en los genes mctpla, mctp2a y mctplb no
mostraron alteraciones en el desarrollo embrionario ni en la conducta (Lugo-Leyva, 2020;
Valadez-Rodriguez, 2021). Por otro lado, la sobreexpresion del gen mctp2b resulta en
diversas alteraciones al desarrollo embrionario y una alta mortalidad en embriones a las 24
hpf (figura 6) (Pérez-Cortés, 2021).
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Figura 5.- Mutantes de mctp2b en Danio rerio. Las mutaciones inducidas mediante
CRISPR/Cas9 en el gen mctp2b producen alteraciones en el desarrollo embrionario y una
alta mortalidad, a) se muestra un embridén mutante para el gen mctp2b con alteraciones
en la region caudal en el estadio prim-5 (24 hpf) y en la parta inferior un embridn control
microinyectado el cual no presenta ninguna alteracion. b) Se muestran los porcentajes
de mortalidad, afectaciones al desarrollo embrionario y de individuos normales de grupos
de peces mutantes para el gen mctp2b y de grupos de peces controles microinyectados
(Espino-Saldafia et al., 2020).

a) Mortalidad de embriones a 24 hpf
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Figura 6.- Sobreexpresion del gen mctp2b en Danio rerio. La sobreexpresion de mctp2b
provoca una alta mortalidad a las 24 hpf y distintas malformaciones. a) Se muestran las
graficas con las tasas de mortalidad de los embriones a las 24 hpf, obsérvese una alta
mortalidad en el grupo Exp (sobreexpresion de mctp2b). b) fenotipos producidos por la
sobreexpresion de mctp2b (Pérez-Cortés, 2023).
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2.5.- Promotor elavi3.

Las proteinas Elavl (Proteinas similares a ELAV), también llamadas proteinas Hu, son los
homdlogos en vertebrados de la proteina ELAV de Drosophila. Las proteinas Elavl son un
conjunto de proteinas de union a ARN que interacttian directamente en la regulacion del
corte y empalme alternativo de ARN inmaduros en el nicleo y regulan la estabilidad de los
ARN maduros en el citosol (Ogawa et al., 2018).

La familia de proteinas ELAVL consta de cuatro miembros, ELAVL1-4, las proteinas ELAVL2,
ELAVL3 y ELAVL4 se distribuyen principalmente en neuronas, mientras que ELAVL1 se
distribuye tanto en tejidos neuronales como no neuronales (Ni et al., 2021). En pez cebra
el gen elavi3 (también llamado elavC, elrc, huc) se expresa de manera temprana en la
neurulacién (en el estadio de un somita justo después de la gastrulacion) participando en la
diferenciacién del sistema nervioso en multiples etapas y manteniendo su expresién en el
sistema nervioso durante la vida adulta (Chen & Shyu, 1995; Park, Hong, et al., 2000). Se
demostréd que la expresion de la proteina GFP bajo la regulacién del promotor de elavi3
induce fluorescencia en las neuronas del pez cebra, por lo cual la region promotora del gen
elavi3 fusionada a proteinas de marcaje se ha convertido en una herramienta muy utilizada
en el estudio del sistema nervioso del pez cebra (Park, et al., 2000).

2.6.- Sistema Tol2.

El uso de transposones para la edicion genética de eucariotas se ha popularizado en las
ultimas décadas. En 1996 se identificé el elemento Tol2 en el pez Oryzias lapites (Koga et
al., 1996). De manera enddgena Tol2 es un transposén auténomo de 4700 pb que en sus
extremos contiene secuencias que recombinan (secuencias Tol2) en el genoma del pez O.
lapites y en el interior cuenta con una secuencia genética para la produccion de la proteina
transposasa, la cual es una enzima que induce la recombinacién de dicho fragmento en el
genoma. De manera experimental se ha removido la secuencia que codifica la transposasa,
pero manteniendo las secuencias de recombinacion para asi generar un transposén no
autonomo que permita la insercion de ADN exdgeno al genoma de vertebrados (Kawakami,
2007). En pez cebra el sistema Tol2 ha demostrado ser muy eficiente, teniendo una
efectividad de hasta el 50% (Kawakami et al., 2004).

Para generar un pez transgénico utilizando el sistema Tol2 primero se tiene que disefar un
plasmido vector que contenga una regién delimitada por las secuencias Tol2 y que en su
interior contenga el fragmento genético que se pretende integrar en el genoma, por
ejemplo, podria ser un promotor especifico para un tipo celular (neuronas) y una proteina
de marcaje (GFP) (Figura 7.a). Posteriormente se inyectan en el vitelo a los embriones recién
fertilizados con una mezcla que contiene el pldsmido anteriormente disefiado y un ARNm
para la produccion de la enzima transposasa (Figura 7.b). El vitelo se mueve hacia los
blastdmeros llevando la mezcla con él (Figura 7.c), asi el fragmento de interés se inserta en
el genoma del pez cebra (Figura 7.d) y por ultimo el embridn se desarrolla como un mosaico
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genético con células distribuidas por su cuerpo que contienen la insercién (Figura

7.e)(Kawakami, 2007).
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Figura 7.- Generacidon de peces transgénicos utilizando el sistema Tol2. Esquema
cronoldégico de la generacion de peces cebra transgénicos. a) ARNm de la enzima
transposasa con el pldsmido vector que contiene el fragmento que se desea integrar en
el genoma flanqueado por las secuencias Tol2. b) Microinyecciéon de embriones en el
estadio de una célula. ¢c) Movimiento de la mezcla que contiene el ARNm de la
transposasa con el plasmido vector hacia los blastomeros. d) Proceso de integracién del
fragmento de interés en el genoma de pez cebra. e) Individuo mosaico. (Adaptada de

Kawakami, 2007).
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3.- Justificacidn.

Se ha encontrado que las proteinas Mctp posiblemente participan en procesos de trafico
vesicular en neuronas del sistema nervioso central de D. rerio. Ademas, se ha reportado que
tanto la mutacién como la sobreexpresién del gen mctp2b generan defectos en el desarrollo
del embrién y provocan su muerte, mostrando la importancia de esta proteina para el
desarrollo temprano del pez cebra. Por lo tanto, durante esta investigacién se
sobreexpresard de manera especifica el gen mctp2b en neuronas de D. rerio lo que
permitird explorar sus funciones en el sistema nervioso central.

4.- Hipotesis.
La sobreexpresion en neuronas del gen mctp2b de Danio rerio afecta el desarrollo de su
sistema nervioso central.

5.- Objetivos.

5.1.- Objetivo general.
Determinar el efecto de la sobreexpresion del gen mctp2b en neuronas de Danio rerio.

5.2.- Objetivos particulares.
e Disefiar un vector de expresion neuronal que contenga la secuencia codificante
para la proteina Mctp2b fusionada a GFP bajo la regulacion del promotor elavi3.
e Comprobar mediante microscopia de fluorescencia la sobreexpresion de mctp2b-
gfp en neuronas de embriones de pez cebra.
e Evaluar el efecto que tiene la sobreexpresién de mctp2b-gfp en neuronas en el
desarrollo del sistema nervioso de pez cebra.
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6.- Materiales y métodos.
6.1.-Generacion de plasmidos de sobreexpresion neuronal.
6.1.1.-Generacion del plasmido pDestol2pA2-elavi3-mctp2b-GPF (pDL1+).

6.1.1.1-Exclusion del promotor CMV del plasmido pPC1.

La generaciéon del pldsmido pDestol2pA2-elavi3-mctp2b-GPF parte del plasmido
pDestol2pA2-CMV-mctp2b-GPF, llamado pPC1 (Figura 6.a), el cual al integrarse en el
genoma del pez cebra induce la sobreexpresién de mctp2b-gfp en todos los tipos celulares
debido a su promotor CMV (Pérez-Cortés, 2023). Para excluir el promotor de CMV,
realizamos una PCR usando como templado al plasmido pPC1, usando la enzima de alta
fidelidad Phusion Plus DNA Polymerase - Thermo Fisher Scientific y los oligonucledtidos
DL42 y DL43 (Tabla 1), (Thermo scientific, 2019). Las condiciones de la reacciéon de PCR
fueron: una desnaturalizacidn inicial a 98°C durante 5 minutos, posteriormente 25 ciclos
con una desnaturalizacion de 98°C durante 30 segundos, una temperatura de alineamiento
de 52 °C durante 30 segundos y una temperatura de elongacién de 72 °C durante 150
segundos y por ultimo una elongacién de 72 °C durante 5 minutos. Posteriormente el
producto fue digerido con 5 unidades de la enzima Dpnl ajustando la concentraciéon de Mg?*
a 10 mM. La reaccién se incubd por 2 horas a 37 °C (Hansson et al.,2008). Después, se realizd
una electroforesis en un gel de agarosa al 0.7% aplicando 90 voltios (V) durante 40 minutos
para corroborar que la PCR y la digestién con Dpnl se llevaron a cabo. Posteriormente el
amplificado digerido con Dpnl fue auto-ligado siguiendo el protocolo Self-circularization of
Linear DNA de ThermoFisher (Thermo scientific, 2012). El nuevo plasmido ya ligado fue
producido transformando bacterias (Escherichia coli, XL1-Blue). Los plasmidos fueron
purificados de las bacterias mediante extraccidn alcalina (Sambrook & Russell, 2000) y se
verificé que el promotor CMV fue removido digiriendo con la enzima de restriccién Clal. A
este nuevo plasmido se le nombro pPC1.1 (Figura 8.b).

Posteriormente, se ligd un sitio de clonacién multiple que contiene los sitios de corte para
las enzimas de restriccién EcoRl, Pacl, Agel, Nhel y Ncol al pldasmido pPC1.1. Para ello, se
realizd una reaccién de alineamiento usando los oligonucledtidos DL19 y DL21 (Tabla 1), se
colocd en una solucidn en condiciones equimolares, e incubd a 95 °C durante 5 minutos y
luego se enfrid a temperatura ambiente durante 45 minutos, posteriormente se ligd la
alineacién de ambos 16oligonucleétidos con el plasmido pPC1.1 a una relacién de 7:1
(Addgene., 2011). Luego, realizamos una transformacidon bacteriana y se comprobd
mediante secuenciacién que el sitio de clonacion multiple se haya ligado. Dicho plasmido
recibié el nombre pPC1.2 (Figura 8.c).

6.1.1.2.-Ligacion del promotor elavi3 al plasmido pPC1.2 para generar al plasmido
pDestol2pA2-elavi3-mctp2b-GPF.

Se extrajo el promotor elavl3 mediante PCR usando los oligonucleétidos DL15 y DL16 (Tabla
1), utilizando como templado el plasmido p5E-elavi3 (Figura 8.d) (Don et al., 2016). Las
condiciones para la PCR fueron: una desnaturalizacién inicial a 98 °C durante 5 minutos, 25
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ciclos con una desnaturalizacion a 98 °C durante 30 segundos, una temperatura de
alineamiento de 55 °C durante 30 segundos y una temperatura de elongaciéon de 72 °C
durante un minuto y por ultimo una elongacién con una temperatura de 72 °C durante 5
minutos. Se ligd el producto de PCR al plasmido pJET1.2 usando el CloneJET PCR Cloning Kit
de ThermoFischer (Figura 8.e), dicho plasmido recibié el nombre de pJET1.2-elavl3. Se hizo
una PCR en colonia utilizando los oligonucledtidos LR133 y LR134 (Tabla 1), para comprobar
que el promotor elavl3 se ligd al pldsmido pJET1.2. Para la PCR se utilizd una
desnaturalizacion inicial de 94 °C durante 5 minutos, 25 ciclos con una desnaturalizacién a
94 °C durante 30 segundos, una alineacién a 54 °C durante 30 segundos y una temperatura
de elongacién a 72 °C durante 4 minutos y por ultimo se realizé una elongacién a una
temperatura de 72 °C durante 5 minutos.

Para ligar el promotor elavi3 al plasmido pPC1.2, primero se digirieron los plasmidos
pJET1.2-elavi3 y pPC1.2 con la enzima Ncol, posteriormente se realizé una electroforesis en
gel de agarosa al 0.7% aplicando 70 V durante 2 horas, luego, se cortaron y purificaron las
bandas que contienen los fragmentos de interés usando el QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN). Posteriormente se ligaron ambos fragmentos usando el protocolo DNA Insert
Ligation (sticky-end and blunt-end) into Vector DNA de ThermoFisher y se hizo una
transformaciéon bacteriana. Posteriormente, se realizdé una extraccion plasmidica alcalina
(Sambrook & Russell, 2000) y se llevé a cabo una reaccién de restriccién utilizando la
enzima Xcml para comprobar que la colonia contiene al plasmido pDestol2pA2-elavi3-
mctp2b-GPF (Figura 8.f), dicho plasmido se nombré pDL1.

Para reducir el espacio (570 pb) entre el promotor elavl3 y el sitio de inicio de la traduccién
de mctp2b, se realizé una PCR utilizando los oligonucleétidos DL44 y DLA5 (Tabla 1). Las
condiciones para la PCR fueron las siguientes: una desnaturalizacidn inicial de 98 °C durante
5 minutos, 25 ciclos con una desnaturalizacion a 98 °C durante 30 segundos, una
temperatura de alineamiento de 58 °C durante 30 segundos y una elongacién a 72 °C
durante 45 segundos, por ultimo, una elongaciéon final a 72 °C durante 3 minutos.
Posteriormente se auto-ligd la PCR siguiendo el protocolo Self-circularization of Linear DNA
de ThermoFisher (Thermo scientific, 2012) y se realizd una transformacion bacteriana. Por
ultimo, se extrajeron los plasmidos mediante extraccion alcalina (Sambrook & Russell, 2000)
y se hizo una reaccién de restriccidn con la enzima EcoRV para comprobar que la exclusién
se ha llevado a cabo (Figura 8.g), dicho plasmido recibié el nombre de pDL1+.
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Figura 8.- Estrategia para generar el plasmido pDestol2pA2-elavi3-mctp2b-GPF. a) Plasmido pPC1, sombreado en azul se muestra
la region amplificada por PCR para excluir el promotor CMV. b) Plasmido pPC1.1. c) Plasmido pPC1.2 con el sitio de clonacidn
multiple. d) Plasmido p5E-elavi3, sombreado en azul se muestra la region amplificada por PCR para extraer el promotor elavi3. e)
Plasmido pJET1.2-elavl3. f) plasmido pDL1 (pDestol2pA2-elavI3-mctp2b-GPF), sombreado en azul se muestra la regién amplificada
por PCR para disminuir el nimero de pares de bases entre el promotor elavl3 y el sitio de inicio de la traduccién de mctp2b. g)
Plasmido pDL1+ con reduccién en el nimero de pares de bases entre el promotor elavl3 y el sitio de inicio de la traduccién de
mctp2b.
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6.1.2 Generacion del plasmido pDestol2pA2-elavi3-GPF (pDL2).

Se generd un plasmido para sobreexpresar gfp en neuronas, para poder usarlo como
control. Se excluyd la region codificante para la proteina MCTP2B al plasmido pDL1+
basandose en el protocolo de Phusion™ Site-Directed Mutagenesis Kit de ThermoFisher
(Figura 9.a). Se utilizaron los oligonucledtidos DL47 y DL54 (Tabla 1) para realizar una PCR
con las siguientes condiciones: una desnaturalizacién inicial a 98 °C durante 5 minutos, 25
ciclos con una desnaturalizacion a 98 °C durante 30 segundos, una temperatura de
alineamiento de 63 °C durante 30 segundos y una temperatura de elongacién de 72 °C
durante 180 segundos, por ultimo, una elongacién final a 72 °C durante 5 minutos.
Posteriormente, para eliminar el plasmido pDL1+, se ajusté la concentracion de Mg?* a 10
mM vy se realizé una reaccién de restriccidon utilizando 5 unidades de la enzima Dpnl e
incubando 2 horas a 37 °C (Hansson et al.,2008). Después, se realizé una electroforesis en
un gel de agarosa al 0.7% aplicando 90 V durante 40 minutos para corroborar que la PCRy
la digestiéon con Dpnl fue exitosa. Se auto-ligd la PCR siguiendo el protocolo Self-
circularization of Linear DNA de ThermoFisher (Thermo scientific, 2012) vy luego se realizé
una transformacidon bacteriana. Se Extrajeron los pldasmidos de las bacterias mediante
extraccién alcalina (Sambrook & Russell, 2000) y comprobd que la regién codificante para
la proteina MCTP2B ha sido removida digiriéndola con la enzima de restriccion EcoRl y
mediante secuenciacion se comprobd que el codén de inicio de la traduccién ha sido
integrado con éxito, a dicho pldasmido se le nombré pDL2 (Figura 9.b).
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Figura 9.- Estrategia para la generaciéon del plasmido pDestol2pA2-elavi3-GPF. a)

Plasmido pDL1+, sombreado en azul se muestra la regién amplificada por PCR para excluir
la regién codificante para la proteina MCTP2B, b) plasmido pDL2.
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6.2.- Microinyeccion de embriones.

Se colocaron dos hembras y un macho en peceras de reproduccidon durante toda una noche.
Las peceras contenian una rejilla en la parte inferior para proteger a los embriones de los
padres y un separador en la parte longitudinal para tener al macho y a las hembras en
compartimientos diferentes. Por la mafiana, se retird el separador longitudinal para que los
peces entren en contacto y se reproduzcan, luego se filtraron y colocaron los embriones en
medio blue E3 (5 mM NaCl, 0.17 mM KCl, 0.33 mM CacCl2, 0.33 mM MgS04 y 0.001% azul
de metileno). Se comprobd que los embriones estaban fecundados y se montaron en una
placa con carriles de agarosa al 2%. Se microinyectaron los embriones con entre 1y 5 nl de
una solucién de 25 ng/ul de plasmido, 25 ng/ul ARNm de la transposasa Tol2, 0.05% rojo
fenol y agua libre de ARNasas, con la ayuda de un microinyector neumatico con presién de
vacio y una aguja de vidrio (Pérez-Cortés, 2023). Se microinyectaron embriones tanto en el
vitelo como en el blastdmero, esto debido a que segun la literatura las inyecciones de ADN
en el vitelo ejercen un menor estrés mecdanico al embridn lo cual se ve reflejado en una
mayor sobrevivencia, pero disminuyen la entrada del ADN al blastdmero lo que se refleja
en una menor expresion. Por otra parte, al microinyectar en el blastdmero se tiene una
mejor expresion, pero una mayor tasa de mortalidad debida al estrés mecanico que
produce la microinyeccién (Kwan et al., 2007).

Los embriones se mantuvieron a 28 °C, con ciclo luz/ oscuridad de 10 hora de luz y 14 de
oscuridad. El protocolo para el uso de animales en la investigacion cientifica fue aprobado
por el comité de Etica en la Investigacién del Instituto de Neurobiologia - UNAM con el
numero 095.A.

6.3.- Sobreexpresion neuronal de mctp2b-gfp.

Se determiné la sobreexpresidon neuronal de mctp2b-gfp en los embriones entre las 20y 24
hpf mediante la observacién en el estereoscopio con el adaptador de fluorescencia
NightSea SFA, posteriormente se hicieron observaciones mas detalladas al microscopio de
epiflorescencia Olympus CKX41 con el filtro de luz para GFP, EXFO X-Cite 120. Para ello, se
realizaron observaciones panoramicas a 4X a todo el embriéon y posteriormente se
enfocaron a areas especificas del embrién a 10X (Figura 10).
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Figura 10.- Enfoques especificos a embrion de 20 y 24 hpf. Esquemas de las
observaciones que se realizan a los embriones en el microscopio epiflorescencia Olympus
CKX41, primero se realiza una observacidn panoramica con el objetivo de 4X y
posteriormente se realizan enfoques con el objetivo de 10X en dareas especificas del
embrion.

6.4.-Fijacion de embriones en paraformaldehido y montaje en glicerol.

Se fijaron los embriones en paraformaldehido (PFA) y se montaron en un portaobjetos y
glicerol para conservarlos y observarlos en el microscopio confocal Zeiss LSM 510. Primero,
se descorionaron los embriones a las 24 hpf y se sacrificaron dejandolos en hielo por 10
minutos, se colocaron en PFA al 4% durante 24 horas a 4 °C con agitacién suave.
Posteriormente, se realizaron dos lavados con solucién salina tamponada con fosfato (PBS,
138 mM NaCl, 3 mM KCI, 8.1 mM Na;HPOs4, 1.5 mM KH2PQO4) durante 2 y 10 minutos
respectivamente. Luego, se deshidrataron los embriones colocandolos en metanol-PBS 1:3
durante 10 minutos, seguido en metanol-PBS 1:2 durante 10 minutos, después en metanol-
PBS 1:1 durante 10 minutos y para finalizar se colocaron en metanol al 100% para
almacenarlos a -20 °C por el tiempo que sea requerido.

Para montar los embriones en un portaobjetos, primero se rehidrataron utilizando el mismo
protocolo descrito anteriormente de manera inversa, es decir, pasandolos en las distintas
soluciones a concentraciones menores de metanol para posteriormente mantenerlos en
PBS. En un portaobjetos se hizo un rectangulo con plastilina lo mas delgado posible y se
adhirié con Kola-loka, posteriormente se colocd una gota de glicerol al 70% y una gota con
los embriones en el portaobjetos, se alinearon los embriones de manera lateral y se adhirié
un cubreobjetos con Kola-loka, finalmente se almacenaron a -4 °C durante 24 horas para
observarlos al microscopio (Duran-Rios, 2019).
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6.5.-Observaciones en microscopia confocal.
Una vez fijados y montados los embriones, se observaron en el microscopio confocal Zeiss
LSM 510, con el laser Argdn 488. Las fotografias se construyeron a partir de 27 fotografias
(slices) que presentaban una distancia de 0.30 pum entre ellas.

6.6.- Obtencion de peces cebra transgénicos Elavi3: mctp2b: GFP.

Se seleccionaron embriones de pez cebra mosaicos Elavi3: mctp2b: GFP y se criaron hasta
llegar a la etapa reproductiva (tres-cinco meses), posteriormente se realizaron cruzas con
individuos silvestres para obtener una F1 heterocigota que sobreexpresara mctp2b-gfp en
neuronas. Se comprobd que dichos peces sobreexpresaran mctp2b-gfp mediante
microscopia de fluorescencia.

Tabla 1: Oligonucleétidos que se utilizan en este protocolo

Nombre

Secuencia 5°-3".

Descripcion.

DL14

GTTAACGCTACCATGGAGCTC

Oligonucledtido directo utilizado
para amplificar el promotor elavi3
con el sitio de corte para Ncol.

DL15

CCCGTTAATTAAGGCTCATAACACCC

Oligonucledtido directo utilizado
para amplificar el promotor elavl3
con el sitio de corte para Pacl.

LR133

CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC

Oligonucledtido directo utilizado
parala PCR en colonia realizada para
comprobar la ligacién del promotor
elavl3 en el plasmido pJET1.2.

LR134

AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

Oligonucledtido reverso utilizado
parala PCR en colonia realizada para
comprobar la ligacién del promotor
elavl3 en el plasmido pJET1.2.

DL42

P-GCTGAACGCCATGGTTATAGG

Oligonucledtido directo fosforilado
en el extremo 5° que contiene la
secuencia de corte para la enzima
Ncol, utilizado para excluir el
promotor CMV del plasmido pPC1.

DL43

P-CTCTGGCGAATTCGAGAACCCAC

Oligonucledtido reverso fosforilado
en el extremo 5° que contiene la
secuencia de corte para la enzima
EcoRl, utilizado para excluir el
promotor CMV del plasmido pPC1.

DL19

AATTCTTAATTAAACCGGTGCTAGCC

Oligonucledtido directo utilizado
para general el sitio de clonacién
multiple que se liga en el plasmido
pPC1.1.
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DL21

CATGGGCTAGCACCGGTTTAATTAAG

Oligonucledtido reverso utilizado
para generar el sitio de clonacién
multiple que se liga en el plasmido
pPC1.1.

DL44

P-GCTTGGTACCGAGCTCG

Oligonucleodtido reverso fosforilado
en el extremo 5 utilizado para
disminuir las pares de bases entre el
promotor elavl3 y el sitio de inicio de
la traduccidn al plasmido pDL1.

DL45

P-GGTACCGTCGACTGCAG

Oligonucledtido directo fosforilado
en el extremo 5 utilizado para
disminuir las pares de bases entre el
promotor elavl3 y el sitio de inicio de
la traduccidn al plasmido pDL1.

DL47

P-CGAGCTCGGTACCAAGC

Oligonucledtido directo fosforilado
en el extremo 5’utilizado para
deletar la region codificante del gen
mctp2b al plasmido pDL1 +.

DL54

P-GGAatgGTGAGCAAGGGCGAGGAGC

Oligonucledtido reverso fosforilado
en el extremo 5’utilizado para
deletar la region codificante del gen
mctp2b al plasmido pDL1+, el cual
contiene el codén de inicio de la
traduccion (ATG) al inicio de GFP.
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7.- Resultados.
7.1.-Generacion de plasmidos de sobreexpresiéon neuronal.
7.1.1.-Generacion del plasmido pDestol2pA2-elavi3-mctp2b-GPF.

7.1.1.1-Exclusion del promotor CMV del plasmido pPC1.

Se realizé una PCR para excluir el promotor CMV usando como templado al pldsmido pPC1,
resultando en la amplificacion de 8355 pb (Figura 11.a). Posteriormente se realizé una auto-
ligacion de dicha amplificacién como se describe en materiales y métodos, los plasmidos
resultantes se caracterizaron mediante una reaccién de digestion con la enzima Clal,
encontrando el patrén de bandeo esperado al ocurrir la exclusién, siendo dos bandas de
7345y 1010 pb (Figura 11.b).

b) pPC1 pPC1.1

3000 pb e :
3000 pb :
1000 pb
500 pb
1000 pb P

Figura 11.- Exclusion del promotor CMV al plasmido pPC1. a) Fragmento de 8355 pb
amplificado mediante PCR con los oligonucleétidos DL42 y DL43. b) Plasmidos resultantes
de la exclusién del promotor CMV (pPC1.1) digeridos con la enzima Clal, se muestran dos
bandas de 7345 y 1010 pb, a la izquierda se muestra el plasmido pPC1 digerido con la
misma enzima en el que se muestran dos bandas de 7345 y 1754 pb.

Posteriormente se ligd un sitio de clonacidon multiple al pldsmido pPC1.1, para generar al
plasmido pPC1.2. Para confirmar la identidad y fidelidad del plasmido. Se secuenciaron
sitios especificos para el plasmido (sitio de clonacidon multiple, sitio de inicio de la traduccién
de mctp2b, sitio de termino de mctp2b, sitio de inicio de la traduccién de GFP, sitio de
termino de GFP) (Figura 12). Se encontrd que los sitios analizados se encuentran integros.
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MCS
pPC1 ACATGGATATTGGTACCCGATCGTGGCCARATTAATTCTTAAGCTCTTGGGTGACGAATG 60
pPC1.2 ACATGGATATTGGTACCCGATCGTGGCCAAATTAATTCTTAAGCTCTTGGGTGACGAATG 60

B L T T T e T T e e

Sitio de inicio de mctp2b

pPC1 ATGAAGGTTAGGTTACGGTGGTACGCTCCGAAAAAAGAAAAATTCTTCAGCTTAATGCTG 60
pPC1.2 ATGAAGGTTAGGTTACGGTGGTACGCTCCGAAAAAAGARAAATTCTTCAGCTTAATGCTG 60
Termino de mctp2b
pPC1 GTCTTTTTCTTCTAGGAGTGGTCCGTAACCATCACCCTCGTTGCCGTCGTCGCCTA---- 176
pPC1.2 GTCTTTTTCTTCTAGGAGTGGTCCGTAACCATCACCCTCGTTGCCGTCGTCGCCTAGGCA 175
Inicio de GFP
pPC1 CACTCGTTCCCGCTCCTCGACAAGTGGCCCCACCACGGGTAGGACCAGCTCGACCTGCCG 60
pPC1.2 CACTCGTTCCCGCTCCTCGACAAGTGGCCCCACCACGGGTAGGACCAGCTCGACCTGCCG 60

e b b e T

Termino de GFP
pPC1 ACTGGCGGCGGCCCTAGTGAGAGCCGTACCTGCTCGACATGTTCATCATTAGATCTCCCG 78
pPC1.2 ACTGGCGGCGGCCCTAGTGAGAGCCGTACCTGCTCGACATGTTCATCATTAGATCTCCCG 120

EEEF KRR R XA ERRRER RERXERER EEFEXEXREREE FEEEXEREKFERE

Figura 12. Secuenciacion de sitios de interés del plasmido pPC1.2. Resultado de las
secuenciaciones realizadas a sitios especificos del plasmido pPC1.2, en azul se muestra el
sitio de clonacién multiple, en rojo el sitio de inicio de la traduccién de mctp2b, en naranja
el sitio de termino de mctp2b, en verde el sitio de inicio de la traduccion de GFP y en
negro el sitio de termino de GFP, Todas las secuencias se muestran en sentido 5-3.

7.1.1.2.- Ligacidn del promotor elavi3 para generar el plasmido pDestol2pA2-elavi3-
mctp2b-GPF.

Se realizé una PCR utilizando los oligonucleétidos DL14 y DL15 para amplificar el promotor
elavl3 del plasmido p5E-elavi3 (Figura 13.a), posteriormente dicha PCR se ligd al plasmido
pJET1.2 usando el CloneJET PCR Cloning Kit de ThermoFischer, la ligacion se comprobd
mediante PCR en colonia, teniendo como resultado una amplificacion de alrededor de 3850
pb, ademas como control positivo (C+) se realizé una PCR al plasmido pJET1.2-mctp2b-GFP
previamente generado con una amplificacién de 3700 pb, encontrandose tres colonias con
la ligacidon del promotor elavl3 (Figura 13.b).
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b)

C+ pJET1.2-elavi3

3000 pb
3000 pb
1000 pb 1000 pb
500 pb

500 pb

Figura 13.- Promotor elavi3 del plasmido p5E-elavl3. a) PCR para la amplificacién del
promotor elavl3, se observa una banda de 3800 pb. b) PCR en colonia para corroborar la
ligacion del promotor elavl3 en el plasmido pJET1.2, en el primer carril (C+) se muestra el
control positivo para elavl3, en el segundo carril se muestra una colonia que no integro
el promotor elavl3, del tercero al quinto se muestra las colonias que integraron el
promotor elavl3.

Se realizd la ligacidn del promotor elavi3 al plasmido pPC1.2 y posteriormente se digirieron
los plasmidos resultantes utilizando la enzima Xcml, encontrando que los plasmidos que
presentaban la ligacidn en el sentido correcto muestran dos bandas de 9109 y 3058 pb,
respectivamente (Figura 14.a. carril 2), mientras que aquellos en los que la ligacién ocurrié
en el sentido inverso presentan bandas de 9846 y 2354 pb, respectivamente (Figura 14.a.
carril 3) mientras que el pldsmido pPC1.2 presenta Unicamente una banda de 8323 pb
(Figura 14.a. carril 1). El plasmido pDestol2pA2-elavi3-mctp2b-GPF en sentido correcto
recibié el nombre de pDL1.
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PDL1 TTTAGCTTAAGACGTCAGCTGCCATGGCGCCCGGGCCCTAGGTGATCAAGATCTCGCCGG 120

pPCl,]_ TTTAGCTTAAGACGTCAGCTGCCATGGCGAACCATGGCTCGAGCCTAGGGATGAAGGTTA 79

3000 pb
pDL]. AGCTTAAGACGTCAGCTGCCATGGCGAACCATGGCTCGAGCCTAGGGATGAAGGTTAGGT 72
pPC1.1 TTTAATTATGCTGAGTGATATGT TCGAACCATGGCTCGAGCCTAGGGATGAAGGTTAGGT 120

1000 pb

Figura 14.- Generacion del plasmido pDestol2pA2-elavi3-mctp2b-GPF (pDL1). a)
Digestion con la enzima Xcml de los plasmidos resultantes de la ligacién del promotor
elavi3 al plasmido pPC1.2, en 1 se muestra el pldsmido pPC1.2 resultando en una sola
banda de 8323 pb, en 2 se muestra al pldsmido pDL1 ligado de manera correcta
resultando en una banda de 9109 y otra de 3058 pb, en 3 se muestra al pldsmido pDL1
invertido mostrando una banda de 9846 y otra de 2354 pb. b) Se muestra la secuenciacién
realizada a la regién entre el promotor elavi3 y el sitio de inicio de la traduccién de
mctp2b, mostrando que no habia alteraciones al compararla con la secuencia de pPC1.2,
en rojo se muestra el termino de elavl3 y en azul el sitio de inicio de la traduccién de
mctp2b.

Se secuencid la regidn entre el promotor elavl3 y el sitio de inicio de la traduccién de
mctp2b, encontrando que no habia diferencias con la secuencia de pPC1.2 (Figura 14.b) y
gue contenia 604 pb. Se decidié eliminar 570 pb entre el término del promotor elavi3 y el
sitio de inicio de la traduccién de mctp2b al plasmido pDL1 mediante una PCR como se
describe en materiales y métodos. Posteriormente los plasmidos resultantes de la exclusion
se caracterizaron mediante digestidn con la enzima EcoRV encontrando cinco en los cuales
la exclusién fue exitosa (Figura 15.a), dicho plasmido se nombré pDL1+. Se secuencid la
regidon entre el promotor elavil3 y el sitio de inicio de la traduccidon de mctp2b de dicho
plasmido, encontrando que el promotor elavl3 y el sitio de inicio de la traducciéon de mctp2b
se encuentran integros (Figura 15.b).
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Figura 15.- Plasmido pDL1+. a) Patréon de bandeo resultante de la reaccion de restriccion
realizada por la enzima EcoRV, a la izquierda se muestra al pldsmido pDL1 con 3 bandas
de 9711, 1617 y 839 pb, mientras que el plasmido pDL1+ presenta dos bandas de 9982 y
1617 pb. b) Resultado de la secuenciacion de la regién entre el promotor elavi3(azul) y el
sitio de inicio de la traduccidon de mctp2b del pldsmido pDL1+, en la cual se muestra
integro (naranja).

7.1.2.- Generacidn del plasmido pDestol2pA2-elavi3-GPF.

Se excluyd mediante PCR la region codificante para la proteina Mctp2b al plasmido pDL1+
para generar el plasmido pDestol2pA2-elavi3-GPF, que recibié el nombre de pDL2. Primero
se comprobd que la amplificacién de la PCR fuera de 9349 pb (Figural6.a). Posteriormente
se realizé una auto-ligacién de dicha amplificacion como se muestra en materiales y
métodos, los plasmidos resultantes se caracterizaron mediante una reaccién de digestién
con la enzima EcoRl, encontrando el patrén de bandeo esperado al ocurrir la exclusion,
siendo dos bandas de 6138 y 3166 (Figural6.b). Posteriormente se secuencio el sitio de
inicio de la traduccién de GFP para comprobar que se habia incorporado el codén de inicio
5- ATG - 3" (Figuralé.c).
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3000 pb
GFP GCTTGGTACCGAGCTCGGGAatgGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGC
pDL2GCTTGGTACCGAGC TCGGGAATGG TGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGC

1000 pb

500 pb

Figura 16. Plasmido pDL2. a) Fragmento de 9349 pb amplificado por PCR usando como
templado al pldsmido pDL1 y usando los oligonucleétidos DL47 y DL54. b) Digestién del
pldsmido pDL2 usando la enzima EcoRl, se observan dos bandas, una de 6138 y otra de
3166. c) Secuenciacion del sitio de inicio de la traduccion para la proteina GFP donde se
observa el coddn de inicio de la traduccidn en verde.

7.2.- Microinyeccion de embriones.

Se microinyectaron embriones en el vitelo y el blastomero con el fin de sobreexpresar
mctp2b-gfp, se microinyectaron con entre 1y 5 nl de una solucién que contenia 25 ng/ul
del plasmido pDL1+ (el cual induce la sobreexpresion de mctp2b-gfp) y con 25 ng/ul de
ARNmM Tol2 Transposasa (grupo experimental; Exp), ademas, se microinyectaron embriones
Unicamente con 25 ng/ul del plasmido pDL1+ (grupo control microinyectado; Ctrl Ml) y se
dejaron embriones sin microinyectar (grupo control no microinyectado; Ctrl NMI). Por otra
parte, se realizaron microinyecciones en el vitelo utilizando el plasmido pDL2 (con el fin de
sobreexpresar de manera neuronal gfp), se generaron los mismos grupos, todas las mezclas
de microinyeccidon contenian rojo fenol al 0.05% como marcador. Se calculd la tasa de
supervivencia a las 24 hpf para todos los grupos y ademas se calculé el porcentaje de
individuos con sobreexpresién neuronal de mctp2b-gfp y gfp en los grupos experimentales.

Una vez calculadas las tasas de supervivencia a las 24 hpf se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) en las tres condiciones de microinyeccion. Para las microinyecciones del plasmido
pDL1+ en el vitelo (que inducia la sobreexpresién neuronal de mctp2b-gfp) se encontraron
diferencias significativas al comparar las tasas de supervivencia del grupo experimental
contra ambos grupos controles (Pexp/ctrimi=0.0010; Pexp/ctrinmi=0.0157), mientras que al
comparar ambos grupos controles no se observaron diferencias significativas
(Pctrimiyctroinmi=0.3009; Figura 17). Al comparar la sobrevivencia en los grupos inyectados con
el plasmido pDL1+ en el blastomero (para inducir la sobreexpresidon neuronal de mctp2b-
gfp) también se observaron diferencias significativas entre el grupo experimental con
respecto a los grupos controles (Pexp/ctrivi=0.0002; Pexp/ctrinvi=0.0159) y no se encontraron
diferencias significativas al comparar ambos grupos control (Pctrimi/ctrinmi=0.1048; Figura 18).
Por otro lado, al comparar los grupos microinyectados con el plasmido pDL2 (para inducir
la sobreexpresion neuronal de gfp) no se encontraron diferencias significativas entre ellos
(P=10.7277; Figura 19).
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Al comparar el porcentaje de los individuos inyectados con el plasmido PDL1+ que
mostraban sobreexpresién de mctp2b-gfp a las 24 hpf, se encontré que en el grupo
experimental microinyectado en el vitelo el 82.6% de los individuos sobreexpresaban
mctp2b-gfp, mientras que el grupo experimental microinyectado en el blastémero el 47.7%
de los individuos lo hacian, por su parte en el grupo experimental microinyectado con el
plasmido pDL2 el 100% de individuos sobreexpresaba gfp.

Sobreexpresion neuronal de mctp2b-gfp
(Microinyeccion en vitelo)

% Xk
I *I
ns I 1
1

N=5 N=5 N=5
n=179 n=169 n=289

Tasa de Supervivencia
24 HPF

\ NS X
S & &
‘o\ & Qo
& & &

Figura 17.- Tasa de supervivencia a las 24 hpf de los embriones microinyectados con el
plasmido pDL1+ en el vitelo. Se muestran los promedios de las tasas de supervivencia de
los embriones microinyectados en el vitelo con el pldsmido pDL1+. *= diferencias
significativas entre dos grupos (P<0.05), ns= no se observan diferencias significativas
entre dos grupos, valores de P en el texto, Control NMI = Control no microinyectado,
Control MI= Control microinyectado.
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Sobreexpresion neuronal de mctp2b-gfp
(Microinyeccion en blastomera)

N=6 N=6 N=6
n=363 n=240 n=338

Tasa de Supervivencia

Figura 18.- Tasa de supervivencia a las 24 hpf de los embriones microinyectados con el
plasmido pDL1+ en el blastémero. Se muestran los promedios de las tasas de
supervivencia de los embriones microinyectados en el blastémero con el plasmido pDL1+.
*= diferencias significativas entre dos grupos (P<0.05), ns= no se observan diferencias
significativas entre dos grupos, valores de P en el texto, Control NMI = Control no
microinyectado, Control MI= Control microinyectado.
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Figura 19.- Tasa de supervivencia a las 24 hpf de los embriones microinyectados con el
plasmido pDL2 en el vitelo. Se muestran los promedios de las tasas de supervivencia de
los embriones microinyectados en el vitelo con el pldsmido pDL2. ns= no se observan

diferencias significativas entre dos grupos, (P=0. 0.7277), Control NMI = Control no
microinyectado, Control MI= Control microinyectado.
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El hecho de que ambos grupos experimentales que sobreexpresan de manera neuronal
mctp2b-gfp presenten tasas de sobrevivencia menores al ser comparadas con los grupos
controles microinyectados y no microinyectados, y que esto no ocurra al sobreexpresar gfp
en las neuronas, nos indica que la sobreexpresidon de mctp2b-gfp en neuronas de pez cebra
tiene influencia en la sobrevivencia del embrion, lo cual concuerda con lo encontrado al
sobreexpresar mctp2b-gfp en todo el cuerpo (Pérez-Cortés, 2023). Por otra parte, el
encontrar un menor porcentaje de individuos que sobreexpresen mctp2b-gfp al realizar la
microinyeccién directa en el blastdmero contradice lo reportado por Kwan et al., 2007.

7.3.- Observaciones en microscopio de epiflurescencia.

Los embriones se observaron en un microscopio de epifluorescencia entre las 20 y 24 hpf
encontrando que los individuos microinyectados con el pldsmido pDL1+ sobreexpresaban
mctp2b-gfp (Figura 20) y que estos lo hacian en la parte dorsal del embridn en estructuras
con forma de neurona (Figura 20.b.4). Por su parte, los individuos microinyectados con el
plasmido pDL2 expresaban gfp a lo largo del sistema nervioso (Figura 21).
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Figura 20.- Observacion de la expresion de mctp2b-gfp en el microscopio de
epifluorescencia en embriones microinyectados con el plasmido pDL1+. a) Fotografia
panoramica de un embridon de entre 20-24 hpf en campo claro con el objetivo de 4X, en
1, 2 y 3 se muestran observaciones en zonas especificas con el objetivo de 10X. b)
Fotografia panordmica de un embrién de entre 20-24 hpf en el microscopio de
epifluorescencia con el objetivo de 4X, en 1, 2 y 3 se muestran observaciones en zonas
especificas con el objetivo de 10X, en 4 se muestran observaciones con el objetivo de 40X
en el cual se observa la expresion de la proteina Mctp2b-GFP, nétese que el punto
fluorescente se divide en cuatro puntos bien distinguidos en una zona central de la que
surgen prolongaciones con fluorescencia.
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Figura 21.- Observacion de la expresion de gfp en el microscopio de epifluorescencia en
embriones microinyectados con el plasmido pDL2. a) fotografia panoramica de un
embrion de entre 20-24 hpf en campo claro con el objetivo de 4X. b) fotografia
panoramica de un embridn de entre 20-24 hpf en el microscopio de epifluorescencia con
el objetivo de 4X, donde se observa la expresion de gfp a lo largo del sistema nervioso. c)
acercamiento a la region cefalica. d) acercamiento a la regidn dorsal del embrién con el
objetivo 10X donde se observan neuronas con sus prolongaciones (Flecha roja).

En la mayoria de las ocasiones la sobreexpresidon de mctp2b-gfp se observa en neuronas de
la regién dorsal de la médula espinal (Figura 22). Estas neuronas por posicion, morfologia y
tamafio al compararlas con las descritas en la bibliografia se asemejan a neuronas Rohon-
Beard o motoneuronas primarias de la médula espinal (Figura 23) (Rossi et al., 2009;
Williams & Ribera, 2020).
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500 pm

Figura 22.-Observacion detallada de neuronas de la medula espinal que expresan
mctp2b-gfp. a) Fotografia panoramica de un embridn a las 24 hpf con el objetivo 4X en
a) campo claro y a’) en epiflourescencia, nétese la sobreexpresion de mctp2b-gfp en la
region posterior de la medula espinal (recuadro rojo). b) Acercamiento a la region
posterior de la medula espinal que sobreexpresa mctp2b-gfp con el objetivo 10X. c)
Acercamiento a la regidon posterior de la medula espinal que expresa mctp2b-gfp con el
objetivo 20X. ¢’), ¢”’), ¢’”’) misma regidn de la figura c con enfoques en distintos planos
focales. ¢) Composicién en Z de las 3 fotografias anteriores con enfoques en distintos
planos focales. d) Fotografia de una neurona de la medula espinal que sobreexpresa
mctp2b-gfp tomada con el objetivo 40X, se observa el soma con una prolongacién
citoplasmatica hacia la region dorsal, por lo cual podria tratarse de una neurona Rohon-
Bear o una motoneurona primaria.
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Figura 23.- Motoneuronas primarias. Esquema del desarrollo axonal en distintas etapas
del desarrollo de: a) una motoneurona primaria caudal (Cap), b) una motoneurona
primaria media (MiP), c) una motoneurona primaria rostral (RoP). SC: Médula espinal, NC:
Notocorda, MS: Miosepto (a-c adaptadas de Eisen et al., 1986). d) Embrién de pez cebra
a las 24 hpf que sobreexpresa mctp2b-gfp en dos sitios de la regién dorsal. e) Neurona
sobreexpresando mctp2b-gfp con una morfologia similar a una motoneurona primaria
caudal, obsérvese el axdn (flecha roja) y el soma (flecha azul).

Al realizar las microinyecciones en el blastdmero se aumentd la incidencia de la
sobreexpresién de mctp2b-gfp en la regién cefélica de los embriones de pez cebra (Figura
24), en la mayoria de las ocasiones solo se observaban puntos discretos en el telencéfalo,
diencéfalo y rombencéfalo (Figura suplementaria 3), cuando la sobreexpresién de mctp2b-
gfp se observé de manera mas abundante en la regién cefdlica estos presentaban un mayor
grado de deformidad y tendian a vivir durante un menor tiempo(Figura 25).

Figura 24.- Sobreexpresion de mctp2b-gfp en region cefalica. Se observa un embrién de
pez cebra de 24 hpf que sobreexpresa mctp2b-gfp en la regidn cefalica con el objetivo
10X, se muestra la expresion en el telencéfalo, diencéfalo y rombencéfalo. a) Fotografia
en campo claro. b) Fotografia en microscopio de epifluorescencia. c) Colocalizacién de
ambas fotografias. T: telencéfalo, Di: diencéfalo, Me: mesencéfalo, Ro: rombencéfalo.
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Figura 25.- Sobreexpresion de mctp2b-gfp en neuronas de distintas regiones de un
embridén de pez cebra a las 24 hpf. Se observan fotografias de un embrion de pez cebra
a las 24 hpf que sobreexpresa mctp2b en diversas neuronas tomadas con el objetivo 10X,
dicho embrién se microinyectd en el blastomero con la mezcla experimental (pDL1 y
ARNm de transposasa con rojo fenol), nétese la expresion en la region cefdlica en el
diencéfalo y rombencéfalo y el grado de descomposicion del tejido al tomar la foto. a)
Fotografia de campo claro. b) Fotografia con microscopia de epifluorescencia. c)
Colocalizacién de ambas fotografias. Escala de 200 pm.

7.4.- Observaciones en microscopia confocal.

Se observaron los embriones fijados en el microscopio confocal Zeiss LSM 510, con el laser
Argoén 488, usando el objetivo 20X (Figura 26), observando neuronas que sobreexpresan
mctp2b-gfp, las cuales aglutinan la proteina Mctp2b-GFP en el soma y en ciumulos de las
prolongaciones dendriticas similar a lo descrito anteriormente por Duran-Rios en 2019.

Figura 26.- Fotografia en microscopia confocal. Fotografia de una neurona que
sobreexpresa mctp2b-gfp en el microscopio confocal Zeiss LSM 510, con el laser Argdn
488, usando el objetivo 20X.

37



7.5.- Obtencién de una F1 Tg Elavi3: mctp2b: GFP.

Se realizaron cruces de hembras adultas mosaicos para Elavi3: mctp2b: GFP con machos
silvestres, los embriones resultantes de estos cruces se observaron en microscopia de
fluorescencia, encontrando que ninguna de estas cruzas produjo embriones con
sobreexpresién de mctp2b-gfp en neuronas.

Tabla 2- Obtencién de una F1 Tg Elavi3: mctp2b: GFP.
Individuo EmbrionesF1 % de embriones que

mosaico observado sobreexpresan  mctp2b-
gafp.
1 31 0
2 59 0
3 46 0
4 92 0
5 149 0
6 12 0
7 15 0
8 31 0
9 31 0
10 11 0
11 45 0
12 19 0
13 10 0
14 12 0
15 8 0
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8.- Discusion.

La informacidn sobre las funciones celulares de las proteinas MCTP es variada. Distintos
trabajos indican que podrian desempefiar un papel importante en la sinapsis quimica, la
migracion celular, la sintesis de gotas lipidicas, la regulacion del metabolismo redox y en el
establecimiento tubular del reticulo endoplasmatico (Joshi et al., 2018, 2021; Qiu et al.,
2015; Téllez-Arreola et al., 2020). En Danio rerio se ha encontrado que la proteina Mctp2b
se localiza a la largo del sistema nervioso, en neuronas, se ha localizado en organelos de la
via endocitica como el reticulo endoplasmatico, endosomas tardios, endosomas de reciclaje
y lisosomas, lo que sugiere que Mctp2b podria participar en procesos de trafico vesicular
(Duran-Rios, 2019). Por otro lado, se ha encontrado que las mutaciones dirigidas al gen
mctp2b usando el sistema CRISPR/Cas9 producen defectos en el desarrollo embrionario y
por consecuencia una alta mortalidad en larvas de pez cebra. Por su parte, la
sobreexpresion de mctp2b en todo el embridn también produce una alta tasa de mortalidad
(Pérez-Cortés, 2021).

Este trabajo tuvo como objetivo sobrexpresar mcp2b en neuronas de Danio rerio, para
investigar su funcién especifica en estas células, encontrando que los embriones con
sobreexpresion neuronal de mctp2b tienen una tasa de mortalidad mayor que los
individuos controles, ademas esta sobreexpresion se detecta principalmente en neuronas
de la region dorsal del pez cebra las cuales tienen una morfologia similar a las neuronas
Rohon-Bear y a las motoneuronas primarias. Para obtener la siguiente generacion a partir
de los individuos mosaicos, se realizé el cruce de hembras mosaicos ElavI3: mctp2b: GFP
con machos silvestres, pero no se lograron obtener embriones con sobreexpresion neuronal
de mctp2b-gfp.

Durante este trabajo se disefié un plasmido de sobreexpresién neuronal para el gen mctp2b
fusionado a la proteina GFP que recibid el nombre de pDL1+ y un plasmido de
sobreexpresidn neuronal para el gen gfp al cual se le llamo pDL2. Se encontrdé una
sobreexpresidén neuronal de mctp2b-gfp en el 82.6% de los individuos microinyectados con
el pldsmido en el vitelo, mientras que al ser microinyectado en el blastémero se encontrd
que el 47.7% de los individuos sobreexpresaban de manera neuronal mctp2b-gfp. Por su
parte, la microinyeccion del plasmido pDL2 en el vitelo resulto en un 100% de individuos
con sobreexpresién neuronal de gfp. Se ha reportado una expresion de mCherry en el
75.2% de embriones al ser microinyectados en el blastdmero con el plasmido
pDestTol2CG:hsp70:mCherryCAAX-polyA (que expresa mCherry en distintos érganos al ser
expuesto a un choque de calor) en las mismas condiciones que nuestros experimentos
(Kwan et al., 2007). Ademas, dicho plasmido contiene las mismas secuencias Tol2 que los
plasmidos pDL1+ y pDL2. Esto nos indica que los plasmidos generados en este trabajo
poseen una alta capacidad de integracion en el genoma del pez, reflejado en un alto
porcentaje de individuos con expresidon neuronal de mctp2b-gfp y gfp.
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Por otro lado, en nuestros ensayos encontramos una mayor sobreexpresion de mctp2b-gfp
al realizar las microinyecciones en el vitelo que en el blastémero, contrario a lo reportado
por Kwan et al., 2007. Un protocolo de microinyeccién de embriones de pez cebra de JoVE
Science Education Database menciona que, debido a que no hay membranas que separen
las blastomeras y el vitelo en etapas tempranas del desarrollo, las soluciones inyectadas en
una blastomera o en un vitelo se distribuyen uniformemente por todo el organismo, por lo
cual no deberia de haber diferencias en cuanto a la expresidn al microinyectar en la
blastomera o en el vitelo (Database JoVE Science Education, 2023) , de igual manera,
nuestros resultados muestran que si hay diferencias en ambos tipos de microinyecciones.

Se observo que los individuos que fueron microinyectados con el plasmido pDL2 expresaban
de manera mds abundante gfp y en una mayor cantidad de neuronas que aquellos que
fueron microinyectados con pDL1+. Lo encontrado con la sobreexpresidon neuronal de gfp
en nuestro trabajo coincide por lo reportado por Park et. al. 2000 (Park, Kim, et al., 2000).
Los embriones que sobreexpresan mctp2b-gfp muestran solo pocas neuronas con
sobreexpresidon y presentan una tasa de supervivencia menor. Esto nos indica que
posiblemente ocurra una alta mortalidad de neuronas que afecta la sobrevivencia de las
larvas. El sistema nervioso tiene la capacidad de adaptarse y compensar la pérdida
neuronal, pero cuando esta muerte ocurre en zonas extensas que comprometan las
funciones vitales pueden conducir a la muerte del individuo (Fricker, Tolkovsky, Borutaite,
Coleman, & Brown, 2018). Es necesario realizar mds experimentos para confirmar la
relacion entre la sobreexpresion de mctp2b-gfp y la muerte neuronal. Se podria
sobreexpresar mctp2b-gfp en embriones tg (Elavl3: mcherry) para cuantificar las neuronas
con ambos marcadores, a su vez, en dichos peces se podria cuantificar la expresidn genética
de marcadores pre-neuronales (familia SoxB1, hesx1 y her3, Neurogl), neuronales (id2a,
Ihx2b, 1hx9, Elavi3, GAD1, VgluT, Cav3.1) y de apoptosis (p53 y Caspasa 9, 8 y 3) mediante
gPCR (Kalyn et al., 2020; Rocha et al., 2020; Thurtle-Schmidt & Lo, 2018).

Se ha encontrado que la proteina Mctp2b se localiza en organelos de la via endocitica
(aparato de Golgi, lisosomas, endosomas tardios y de reciclaje) de las neuronas de pez cebra
(Duran-Rios, 2019). La via endocitica, desde el punto de vista funcional, podria definirse
como el circuito de reciclaje de la membrana plasmatica y sus componentes, el sistema
integrativo para la degradacidn de moléculas y el sistema de conexidn entre el transporte y
la degradaciéon de moléculas (Repnik et al., 2013). La via endocitica es particularmente
importante en las neuronas, ya que permite la recuperacién de componentes de las
vesiculas sindpticas. Es por ello que el mecanismo de trafico endosomal define la
composicion y funciéon presinaptica y postsinaptica al controlar la biogénesis de las vesiculas
sindpticas, asi como la distribucién subcelular de los transportadores y receptores de
neurotransmisores (Cosker & Segal, 2014; Ryder & Faundez, 2009). Problemas con esta
magquinaria intracelular se han asociado a diversas enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, demencia frontotemporal
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y esclerosis lateral amiotréfica (Overhoff et al., 2021; Wang et al., 2018), lo que demuestra
la importancia de esta via en la sobrevivencia neuronal.

Por otra parte, se ha reportado que en humanos un ARNmi llamado “miR-18b-5p” que
regula la expresion continua de los genes Hifla, Mef2c, miR-206, Mctp1 y Rarb, al disminuir
su transcripciéon como resultado de una mutacion, se asocié a la apariciéon de esclerosis
lateral amiotréfica (Kim et al., 2020), esto también nos podria indicar que las proteinas
MCTP participan en la via endocitica. Por otro lado, mediante estudios de asociacién
genética en humanos se han asociado distintos polimorfismos de los genes MCTP1y MCTP2
a enfermedades neuropsiquiatricas como el trastorno bipolar y la esquizofrenia, dichas
enfermedades a su vez tienen asociados como polimorfismos de alto riesgo a polimorfismos
de genes que codifican para proteinas que participan en la via endocitica (Plooster et al.,
2021; Ryder & Faundez, 2009; Wang et al., 2021). Por lo cual, el modelo de sobreexpresidon
de mctp2b-gfp descrito en este trabajo, pretende contribuir al estudio de la via endocitica
de las neuronas de pez cebra para conocer mas sobre la funcidon de mctp2b en este proceso.

Joshiy colaboradores han descrito que la sobreexpresion de MCTP2 humana en células COS-
7 conlleva a un mayor nimero y tamafio de gotas lipidicas, mientras que la eliminacidn de
la MCTP2 en células HelLa y la abolicién genética de mctp-1 en C. elegans conllevan a efectos
contrarios sobre las gotas lipidicas (Joshi et al., 2018, 2021). Las gotas lipidicas son organelos
dinamicos que almacenan lipidos intracelulares, controlan el metabolismo celular de
lipidos, desempefian un papel protector frente a muchos factores de estrés celular, incluido
el estrés oxidativo, participan en la regulacidon de la expresién genética y la inmunidad
intracelular. Hasta hace poco, el conocimiento sobre las gotas lipidicas en el sistema
nervioso y en especial en las neuronas era minimo, pero ahora se sabe que existen multiples
vinculos entre las gotas de lipidos y la neurodegeneracion.

Usualmente las neuronas carecen o contienen pocas gotas lipidicas, pero esto cambia en
estados de estrés o condiciones patoldgicas (Islimye et al., 2022; Ralhan et al., 2021; Welte,
2015). Se ha descrito que los ratones knockout para el gen Ddhd2 que codifica para la
proteina fosfolipasa intracelular Al, la cual participa en el metabolismo de lipidos, muestran
abundantes gotas lipidicas en el sistema nervioso. Se encontrd que estas se acumulan en el
soma, las dendritas y los axones y que estos ratones exhiben deficiencias en la cognicion y
en la coordinacién motora similares a los presentados en pacientes con paraplejias
espasticas hereditarias (Inloes et al., 2014; Rainier et al., 2008). Por lo anterior, nuestro
modelo de sobreexpresidn de mctp2b-gfp en neuronas de pez cebra podria ser util para
determinar si también existe la sobreproduccion de gotas lipidicas y cual es su efecto en el
funcionamiento neuronal.

Se ha encontrado que la ausencia de mctp-1 en C. elegans afecta la velocidad de liberacién
de acetilcolina (Téllez-Arreola et al., 2020) y un experimento realizado por Qiu y
colaboradores (2015) encontré que sobreexpresar MCTP1L de rata en células SH-SY5Y
afecta la migracion celular. Este tipo celular forma una monocapa en cultivo y muestra un
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buen comportamiento de migracién compartiendo caracteristicas fenotipicas con células
neuronales adrenérgicas (Qiu et al.,, 2015). Ademds, las neuronas postmitdticas migran
desde su sitio de origen hasta su destino final en el encéfalo del pez cebra para formar
complejas estructuras funcionales (Theisen et al., 2018). Se ha descrito que al bloquear los
receptores nicotinicos de las neuronas del nucleo tegmental del rombencéfalo tienden a
migrar mds lento hacia el extremo ventral del limite mesencéfalo-rombencéfalo y se
hipotetiza que la ralentizacion de la migracién neuronal podria conllevar a consecuencias
dramadticas para todo el organismo, debido a que las neuronas que no hayan migrado a su
destino final pueden quedar atrapadas en un entorno equivocado (Theisen et al., 2018).

En el presente trabajo encontramos que neuronas con una morfologia similar a neuronas
Rohon-Bear presentaban mayor expresion mctp2b-gfp y que esta se mantenia hasta por 3
dpf. Esto podria ser debido a que las neuronas Rohon-Bear comienzan a migrar antes de
las 10 hpf mientras que el promotor exdgeno elav/3 comienza a expresarse después de las
10 hpf, por lo cual no se ven afectadas por la sobreexpresién de elavli3-mctp2b-gfp (Kwan
et al., 2007; Rocha et al.,2020). Ademds, encontramos que las larvas que muestran
sobreexpresion de mctp2b-gfp en la region encefdlica también presentan tasas de
supervivencia mas bajas y alteraciones en el desarrollo embrionario (Figura 24, Figura
suplementaria 3). Esto podria deberse a alteraciones en la migracién neuronal en el
encéfalo debida a la sobreexpresion de mctp2b-gfp. Para confirmar esta hipdtesis se
podrian realizar experimentos enfocados a evaluar el efecto de la sobreexpresiéon neuronal
de mctp2b en la migracidon de neuronas postmitéticas en el encéfalo de pez cebra.

Se encontrd que al microinyectar el plasmido pDL1+, las neuronas que presentaban mayor
sobreexpresiéon de mctp2b-gfp eran neuronas similares a neuronas Rohon-Bear vy
motoneuronas primarias. Como se mencioné en el parrafo anterior, en el caso de las
neuronas Rohon-Bear esto podria deberse a que este tipo de neuronas son las primeras
que comienzan su diferenciacién durante el desarrollo embrionario (antes de que inicie la
expresion de elavi3 ) y a que el sistema Tol2 tarda en integrarse al genoma y por ende en
expresar su contenido (Kwan et al., 2007; Rocha et al., 2020).

Las neuronas Rohon-Bear se caracterizan porque poseen un gran soma y se localizan en la
parte superficial de la médula espinal dorsal (Figuras suplementarias 1y 2). Estas neuronas
comienzan su diferenciacion en la gastrulacidn a partir del borde de la placa neural (regién
del ectodermo que se encuentra entre la placa neural y el ectodermo epidérmico) antes de
la neurulacién, posteriormente alcanzan su punto maximo de diferenciacién a las 24 hpf
para luego comenzar a disminuir en nimero por apoptosis a partir del dia 5 post-
fertilizacién. Se sabe que las neuronas Rohon-Beard participan en la respuesta
mecanosensorial de las larvas, se ha descrito que cuando sus terminales nerviosas se
activan con un ligero estimulo mecanico, la larva contrae los musculos del lado opuesto del
cuerpo para flexionar el tronco alejandose del estimulo nadando en la direccién opuesta,
ademas, se ha observado que los peces cebra mutantes nulos para el gen prdmla (PR
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domain zinc finger protein 1; Proteina 1 con dedos de zinc del dominio PR, participa en la
diferenciacién de la cresta neural) no poseen células Rohon-Bear siendo incapaces de
escapar cuando se les estimula de manera tactil) (Birkholz et al., 2009; Rossi et al., 2009;
Williams & Ribera, 2020). Dicha respuesta se puede evaluar con la prueba de respuesta
producida por contacto (Touch-evoked Response) descrita por Sztal y colaboradores en
2016, que se realiza en larvas de 2 dpf.

Por otra parte, las motoneuronas primarias de la médula espinal comienzan su desarrollo a
partir de las 20 hpf y se caracterizan por su gran didametro del soma (9.8 pm). Las
motoneuronas primarias se pueden clasificar en tres grupos por las posiciones de los somas
en la médula espinal y la trayectoria de sus axones: motoneuronas primarias caudales (CaP),
motoneuronas primarias medias (MiP) y motoneuronas primarias rostrales (RoP) (Figura
23). Las CaP, inervan el musculo axial ventral, las MiP proyectan sus axones para inervar el
musculo axial dorsal, mientras que las RoP proyectan sus axones para controlar al musculo
medio. Las larvas de pez cebra comienzan su actividad motora a las 17 hpf presentando
pequefios espasmos musculares, que producen un coleteo, los cuales pueden ser resultado
de contracciones espontdneas de los musculos o al ser activados por las motoneuronas
primarias. Se ha usado la prueba de respuesta producida por contacto a los 2 dpf o de nado
abierto a partir de los 5 dpf para medir la actividad de las motoneuronas primarias (Gong
et al,, 2017; Sztal et al., 2016).

Ambas pruebas conductuales podrian ser de utilidad para conocer el efecto de la
sobreexpresién de mctp2b-gfp en estas neuronas, dichas pruebas deben realizarse en
individuos mutantes F1 o F2, para tener resultados mas fiables, debido a que en individuos
mosaicos la sobreexpresion de mctp2b-gfp no esta en todas las neuronas. En este trabajo
se intentd generar una linea mutante F1 que sobreexpresara mctp2b-gfp en sus neuronas,
pero luego de cruzar 15 hembras mosaico Elavl3:mctp2b:GFP con individuos silvestres no
se encontrd en la descendencia larvas que sobreexpresaran mctp2b-gfp. Esto podria
deberse a que las hembras sobrevivientes podrian tener baja tasa de insercién de Elav/3-
mctp2b-gfp en el genoma, especificamente en el genoma de sus células germinales (Kwan
et al.,, 2007). De manera interesante, las cruzas produjeron una menor cantidad de
embriones y altas tasas de mortalidad; sin embargo, no se detectd sobreexpresion de
mctp2b-gfp mediante microscopia de fluorescencia.

Las proteinas MTCP pertenecen al grupo de proteinas con al menos dos dominios C2 y una
regidon transmembranal que ancla la proteina a la membrana plasmatica, en dicho grupo
encontramos a las sinaptotagminas, a las ferlinas y a las sinaptotagminas extendidas, las
cuales en conjunto con las MCTP se cree que estan involucradas en el trafico celular, la
generacion de segundos mensajeros, la sefalizacion dependiente de Ca2+ y la
neurotransmision (Cho & Stahelin, 2006; Corbalan-Garcia & Gomez-Fernandez, 2014; Shin
et al.,, 2005). En estudios anteriores se ha realizado la sobreexpresién neuronal de
sighaptotagminas y sinaptotagminas extendidas en Drosophila melanogaster, encontrando
que la sobreexpresién neuronal de sinaptotagmina extendida mejora el crecimiento
sindptico y el mantenimiento del conjunto de vesiculas durante la actividad neuronal
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intensa (Kikuma et al, 2017), mientras que la sobreexpresion neuronal de Ia
Synaptotagmina 7 redujo la liberacién espontanea de vesiculas sindpticas (Guan et al.,
2020). En ninguno de los trabajos se describe el efecto de la sobreexpresidon neuronal de las
signatotagminas y sinatotagminas extendidas en la mortalidad de las larvas de D.
melanogaster o si los efectos observados conllevan a la mortalidad neuronal.

9.-Conclusiones.
-Se generd un plasmido que induce la sobreexpresiéon neuronal de mctp2b-gfp.

-Los peces que sobreexpresan mctp2b-gfp en neuronas tienen tasas de supervivencia
menores que los individuos controles.

-El patron de sobre expresion de mctp2b-gfp en neuronas es similar al descrito
anteriormente por Duran-Rios, 2019.

-La sobreexpresién neuronal de mctp2b-gfp se detecta mayormente en neuronas con
morfologia similar a neuronas Rohon-Bear y motoneuronas primarias.

- Los embriones con sobreexpresion neuronal de mctp2b-gfp abundante en la regién
craneal presentan una mayor tasa de mortalidad y alteraciones en el desarrollo.
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10.- Figuras suplementarias.

Figura suplementaria 1.- Neuronas morfolégicamente similares a neuronas Rohon-Bear
en la region posterior de la medula espinal. Se observan neuronas que sobreexpresan
mctp2b-gfp en un embridn de pez cebra a las 24 hpf con una morfologia similar a las
neuronas Rohon-Bear en la regién posterior de la medula espinal, dicho embrién se
microinyecté en el vitelo con la mezcla experimental (pDL1 y ARNm de transposasa con
rojo fenol), observadas en con el objetivo 10X. a) Fotografia de campo claro. b) Fotografia
con microscopia de epifluorescencia. c) Colocalizacion de las imagenes anteriores. Escala
de 200 ym

Figura suplementaria 2.- Neuronas morfolégicamente similares a neuronas Rohon-Bear
en la region media de la medula espinal. Se observan neuronas que sobreexpresan
mctp2b-gfp en embriones de pez cebra de 24 hpf con una morfologia similar a las
neuronas Rohon-Bear en la regién media de la medula espinal, dicho embrién se
microinyecto en el vitelo con la mezcla experimental (pDL1 y ARNm de transposasa con
rojo fenol), observada en con el objetivo 10X. a) Fotografia de campo claro. b) Fotografia
con microscopia de epifluorescencia. c) Colocalizacién de las imagenes anteriores. Escala
de 200 pm.
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Figura suplementaria 3.- Sobreexpresion de mctp2b-gfp en neuronas del telencéfalo de
un embridén de pez cebra de 24 hpf. Se observan fotografias de un embrién de 24 hpf
gue sobreexpresa mctp2b-gfp en neuronas del telencéfalo con el objetivo 10X, dicho
embrion se microinyectd en el blastomero con la mezcla experimental (pDL1 y ARNm de
transposasa con rojo fenol). a) Fotografia de campo claro, b) Fotografia con microscopia
de epifluorescencia. c) Colocalizacién de ambas fotografias. Escala de 200 um.
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12.- Anexos

Anexo 1. Proyecto de estancia de investigacion en el Centro Andaluz de Biologia del
Desarrollo- Universidad Pablo de Olavide, Sevilla, Espafia.

Silenciamiento de mctp2b durante las primeras etapas del desarrollo utilizando la técnica
CRISPR-Cas13d.

Introduccion.

Actualmente se tiene poca informacién sobre las funciones especificas de las proteinas MCTP. Estas
proteinas poseen tres dominios C2 hacia el lado del citosol capaces de coordinar dos o tres iones de
calcio y dos regiones transmembranales que sirven para anclar la proteina a la membrana de
distintos organelos (Shin et al., 2005). Mutaciones dirigidas al gen mctp2b del pez cebra (Danio rerio)
usando el sistema CRISPR-Cas9 causan una mortalidad del 100% en los primeros dos dias post-
fertilizacidn (dpf), mientras que a las 24 horas post-fertilizacidn (hpf) se observa que el 29% de los
individuos presentan diversas alteraciones en el desarrollo embrionario, lo cual nos indica que
mctp2b tiene un papel importante en las primeras etapas del desarrollo. Por otra parte, se han
detectado mediante hibridacién in situ niveles moderados de mRNA del gen mctp2b en el estadio
de una sola célula (0 hpf), lo que nos indica que mctp2b podria jugar un rol importante en etapas
tempranas del desarrollo embrionario (Espino-Saldafia et al., 2020). Este mRNA es de origen
materno, debido a que la activacidén del genoma cigdtico ocurre alrededor de las 3 hpf (Gilbert, 2014;
Laue et al., 2019), es por ello por lo que este proyecto tuvo como objetivo utilizar el sistema CRISPR-
Cas13d para la eliminacién del ARNm materno de mctp2b en embriones de pez cebra y observar su
efecto en las primeras divisiones embrionarias. Se establecié una colaboracién con el Dr. Miguel A.
Moreno-Mateos debido a que él junto con su equipo han sido pioneros en el desarrollo de dicha
técnica, la cual han demostrado que es eficiente para la eliminacion del ARNm de origen materno
durante las primeras etapas del desarrollo en pez cebra (Kushawah et al., 2020).

Materiales y métodos.
Disefio de ARNg CRISPR-RfxCas13.

Se disefiaron ARNg para CRISPR-Cas13d para los cuatro genes mctp con el propdsito de utilizar los
genes mctpla, mctp2a y mctplb como controles. Los ARNg se disefiaron siguiendo el protocolo de
Huertas-Hernandez y colaboradores 2022, el cual se basa en la accesibilidad del ARNg al sitio diana
del gen. Para encontrar la regién mas accesible para CRISPR-Cas13d se usé el software RNAfold, el
cual indica la probabilidad de plegamiento del ARNm y muestra las zonas con menos probabilidad
de plegamiento en color azul y las que tienen mayor probabilidad en rojo, se seleccionaron 4
protoespaciadores de 22 a 23 pb con indices de mayor accesibilidad (verdes - azules) para cada gen
(Hernandez-Huertas et al., 2022).

Sintesis de ARNg.

Los ARNg se sintetizaron a partir de un oligonucledtido de ADN con la secuencia diana. Se realizd
una PCR utilizando 2.5 pL de oligonucledtido universal 5'-
TAATACGACTCACTATAGGAACCCCTACCAACTGGTCGGGGTTTGAAAAC-3’, 2.5 pL de oligonucledtidos
especificos sintetizados con la secuencia diana, 0.5 uL de dNTP, 5 pL de bufer Q5 5X, 0.25 uL de ADN
polimerasa de alta fidelidad Q5 y 14.25 plL de H20 libre de DNasa/RNasa. La PCR se realiz6 con una
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temperatura inicial de 98 °C durante 30 segundos, luego 30 ciclos con una desnaturalizacién de 98
°C durante 10 segundos, una alineacion de 60 °C durante 30 segundos y una extension de 72 °C
durante 30 segundos, por ultimo, una extensién de 72 °C durante dos minutos. Una vez terminada
la PCR se comprobd que ocurrido la amplificacién mediante una electroforesis y se purifico la
banda del gel (Hernandez-Huertas et al., 2022).

Posterior a la purificacién de la PCR se realizé una reaccidn de transcripcién in vitro utilizando el kit
AmpliScribe T7 Flash Transcription (Epicentre, Lucigen # ASF3257). La reaccién se montd utilizando
6.3 pL de templado de ADN (resultado de PCR ya purificado),1.8 pL de ATP (100 mM), 1.8 pL CTP
(100 mM),1.8 pL GTP (100 mM), 1.8 pL UTP (100 mM), 2pL DTT (100mM), 2 pL Bufer de reaccidn
AmpliScribe-T7 Flash 10X, 0.5 pL Inhibidor de ARNas RiboGuard,2 pL Enzima AmpliScribe T7-Flash,
se incub6 a 37 °C durante 12 horas y posteriormente se agregé 1 pL de TURBO DNase (2 U/ul), y
por ultimo se incubo a 37 °C por 20 minutos. Una vez terminada la transcripcion in vitro se purifico
mediante precipitacién con alcohol (Hernandez-Huertas et al., 2022).

Microinyeccién de embriones.

Los embriones se microinyectaron utilizando el protocolo de Hernandez-Huertas y colaboradores
2022. Una noche antes de microinyectar se separaron 10 hembras y 10 machos, posteriormente en
la mafiana se quitd el separador y esperamos a que se reproduzcan, tomamos los embriones y los
lavamos cuidadosamente con medio E3. Para decoroionar los embriones se utilizé pronasa a 1
mg/ml en medio E3 y se incubo durante dos minutos, posteriormente se lavd cuidadosamente
durante 10 minutos (cinco — siete lavados). Los embriones se colocaron en una caja de
microinyeccién con mucho cuidado utilizando una pipeta Pasteur de vidrio. Los embriones se
microinyectaron en el estadio de una célula con la mezcla de Cas13d (3 ng/pL) y ARNg (300 — 900
ng/pL). Posteriormente se pasaron los embriones microinyectados con cuidado a una caja Petri con
una cama de agarosa al 1% y medio E3.

Observacion de fenotipos.

Se observaron y clasificaron los fenotipos a las 6 horas post-fertilizacion (hpf), se clasificaron en:
epibolia al 30% (4.7 hpf), epibolia 50% (5.3 hpf), anillo de gemacién (gem ring, 5.7 hpf), escudo
(shield, 6 hpf) (Kimmel et al., 1995). A las 24 hpf se observaron los fenotipos y se clasificaron en
aquellos que tienen desarrollo normal y aquellos que presentan deformaciones.

qPCR.

Se realizdé una gPCR para cuantificar la expresion de mctp2b en embriones controles
microinyectados Unicamente con la proteina Cas13d y la mezcla de la proteina Cas13d y los ARNg
para el gen mctp2b siguiendo el protocolo de Kushawah y colaboradores 2020.

Resultados.

Se realizaron cuatro microinyecciones con cada una de las mezclas para los cuatro genes mctp
(mctpla, mctplb, mctp2a, mctp2b), cada mezcla de microinyeccidn contenia cuatro ARNg para cada
gen, ademas se microinyecté una mezcla con cuatro ARNg que bloquean la traduccion del gen tbxta
produciendo un fenotipo sin cola (no tail), se microinyectd la enzima Cas13d sin ARNg y se dejaron
embriones sin microinyectar (NI) como controles.
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Se cuantificé la supervivencia de los embriones a las 24 hpf encontrando que los embriones a los
que se les bloqued la traduccion del gen mctp2b en las primeras horas de desarrollo presentaban
en promedio una tasa de supervivencia del 0.34 (Figura 1) con diferencias significativa comparada
con los individuos controles (P= 0.0002) segun la prueba de Kruskal - Wallis.
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Figura 1.- Supervivencia a las 24 hpf: Se muestran los valores de supervivencia de los embriones
a las 24 hpf, se observa que los individuos a los cuales se les bloqueo la traduccién de mctp2b en
las primeras etapas del desarrollo presentan una tasa de supervivencia menor que los individuos
controles, P= 0.0002. NI: No microinyectado, Cas13d-: Microinyectado con la enzima Cas13d sin
ARNg, No Tail: Individuos microinyectados con la enzima Cas13d y cuatro ANRg para el gen tbxta.

Se observaron los fenotipos a las 6 hpf, encontrando que el 70% de los individuos a los que se les
elimind el ARNm de mctp2b presentaban un retraso de aproximadamente una hora con 15 minutos,
mientras que los individuos controles no presentaban un retraso significativo en el desarrollo (Figura
2). Esto nosindica que el gen mctp2b tiene una actividad importante en el desarrollo en las primeras
6 hpf.
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Figura 2.- Fenotipos a las 6 hpf. Se muestran los porcentajes de los fenotipos a las 6 hpf, nétese
gue a los individuos a los que se les bloqueo la traduccion temprana del gen mctp2b presenta un
porcentaje mayor de individuos en epibolia al 30%, fenotipo caracteristico de las 4.7 hpf. NI: No
microinyectado, Cas13d-: Microinyectado con la enzima Cas13d sin ARNg, No Tail: Individuos
microinyectados con la enzima Cas13d y cuatro ANRsg para el gen tbxta. 30%: epibolia al 30%
(4.7 hpf), 50%: epibolia 50% (5.3 hpf), RG: anillo de gemacidn (5.7 hpf), S: escudo (6 hpf),

Se observé que los individuos en los que se bloqued la traduccion del gen mctp2b presentan un
porcentaje mayor de individuos con malformaciones comparado con los individuos controles
(P<0.0001) (Figura 3). Esto nos indica que la falta de mctp2b en las etapas tempranas del desarrollo
conlleva a malformaciones generales en el embrién a las 24 hpf.
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Figura 3.- Fenotipos a las 24 hpf: Se muestra la cuantificacién de los fenotipos a las 24 hpf,
obsérvese que en los individuos a los que se les bloqueo la traduccién de mctp2b en etapas
tempranas del desarrollo presentan un mayor porcentaje de individuos con malformaciones
comparado con los demdas grupos experimentales. NI: No microinyectado, Casl13d-:
Microinyectado con la enzima Cas13d sin ARNg, No Tail: Individuos microinyectados con la enzima
Cas13d y cuatro ARNg para el gen tbxta, MT: Individuos con malformaciones, WT: Individuos sin
malformaciones.
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Se comprobd la eliminacion del ARNm del gen mctp2b mediante una gPCR, se realiz6 una gPCR a
embriones de 6 hpf que fueron microinyectados Unicamente con la enzima Cas13d y a los embriones
que se les bloqued la traduccién de mctp2b y presentaban retraso en el desarrollo, encontrando
qgue efectivamente la cantidad de ARNm de mctp2b estaba severamente reducida en dichos
individuos (Figura 4).
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Figura 4.- Cuantificacion de ARNm del gen mctp2b a las 6 hpf. Se muestran los niveles de
expresion de mctp2b mediante la realizacién de una qPCR.

Discusion.

En este trabajo reportamos que al bloquear la traduccién del gen mctp2b mediante la técnica de
CRISPR-Cas13d en embriones de pez cebra, estos muestran un retraso en el desarrollo a las 6 hpf,
una alta mortalidad y diversas malformaciones a las 24 hpf, mientras que los embriones a los que
se les bloqued la traduccidn del gen mctpla, mctp2a y mctplb no presentaron alteraciones.
Anteriormente se habia reportado que los mutantes para el gen mctp2b generados mediante
CRISPR-Cas9 presentan alteraciones diversas en el desarrollo embrionario y una alta mortalidad a
las 24 hpf, mientras que los mutantes para los genes mctpla, mctp2a y mctplb no muestran
alteraciones y tampoco una alta mortalidad (Espino-Saldafia et al., 2020; Lugo-Leyva, 2020; Valadez-
Rodriguez, 2021). A su vez, el andlisis de las posibles regiones promotoras para los cuatro genes
mctp encontrd que el gen mctp2b carece de caja TATA, caracteristica de un gen constitutivo (Lugo-
Leyva, 2020; Yang et al., 2007). Por otro lado, al consultar los valores de expresion en la base de
datos “Expression Atlas”, encontramos que el gen mctp2b, a diferencia de los otros genes mctp, es
el que tiene una mayor cantidad de transcriptos en las primeras etapas del desarrollo (Figura 5)
(White et al., 2017). En conjunto estos resultados nos indican que de los cuatro genes mctp el gen
mctp2b es el que tiene una funcion mas relevante en el pez cebra.
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Figura 5.- Niveles de expresion de los genes mctp: Se observan los niveles de expresidén en
Transcriptos por millon de los cuatro genes mctp en distintas etapas del desarrollo de pez cebra
(White et al., 2017).

A las cuatro hpf comienza la epibolia en los embriones de pez cebra, en dicho proceso las células
comienzan a migrar y a reorganizarse para formar las capas germinales del embrién (Warga &
Kimmel, 1990). Anteriormente se ha sugerido que las proteinas MCTP podrian participar en la
migracion celular (Qiu et al., 2015), el hecho de que el proceso de epibolia se vea afectado al
bloquear la traducciéon de mctp2b nos indica que dicho gen podria jugar un rol importante en la
migracion celular durante la epibolia.
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