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Resumen

La determinacion de la linea germinal en el pez cebra requiere la acumu-
lacion, durante la ovogénesis (el proceso de formacion de un 6vulo), de RNAs
y proteinas especificos en un organelo sin membrana que recibe el nombre de
plasma germinal. Luego de la fertilizacion, el plasma germinal migra y se loca-
liza en la regién distal de los primeros dos septos de divisiéon celular, lo cual es
esencial para la especificacion de las células germinales primordiales (las células
que daran lugar a los gametos). La localizacion correcta del plasma germinal
se logra gracias a la interaccién dinamica entre microtiibulos y microfilamentos
impulsados por motores moleculares como la miosina.

Propusimos a la proteina Rho-GTPasa RhoA como una importante molécula
coordinadora de la dindamica del citoesqueleto responsable de la migracion del
plasma germinal puesto que hay evidencia de que RhoA regula la polimerizaciéon
de filamentos de actina y la contractilidad de la miosina, tanto durante la gas-
trulacion de pez cebra como en diferentes lineas celulares en cultivo. La miosina
esta localizada en los primeros septos de division celular durante la embriogé-
nesis temprana del pez y nuestros experimentos de inmunotincién confirmaron
la localizacion de RhoA a estas mismas estructuras en las mismas etapas del
desarrollo. Marqué componentes del plasma germinal durante la ovogénesis: a
nanos mRNA, por medio de hibridaciones in situ, o bien, a la actina polimeri-
zada por medio de una tincién con faloidina fluorescente. Vi que en las primeras
etapas de la ovogénesis, RhoA colocaliza con el plasma germinal. Cuando inhibi
especificamente la actividad de RhoA inyectando la exoenzima C3 en embriones
recién fertilizados, se alter6 la migracion de al menos un componente del plasma
germinal (el mRNA del gen nanos) en los septos de division.

Concluimos que RhoA colocaliza con el plasma germinal durante la ovogé-
nesis y que la migracion y localizacion del plasma germinal durante las primeras
division celulares es dependiente de la actividad de RhoA.
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Introduccion

1.1. El plasma germinal

En la mayoria de los animales hay una clara distincién entre las células ger-
minales, que sirven para la reproduccién del organismo, y las células sométicas,
como neuronas, hepatocitos y el resto de las células del cuerpo, que cumplen una
multitud de funciones. Todas las células germinales de un animal descienden de
las células germinales primordiales (CGP) cuyo destino se determina temprano
en el desarrollo del organismo. Las CGP migran a las génadas del embrién don-
de recibirdn senales de proliferacion y diferenciacion hacia gametos. Las CGP
guardan una gran incégnita pues son una poblaciéon celular comprometida a dar
lugar Gnicamente a los gametos pero a la vez tienen la capacidad de ser totipo-
tenciales. Segun la hipdtesis que se ha articulado para explicar este fenémeno, el
determinante para el destino germinal inhibe los genes necesarios para entrar en
otros linajes celulares. Por lo tanto, convertirse en una CGP seria el destino por
defecto de una célula totipotencial que no se compromete a ningin otro destino
celular (Revisado por [Wylie, 1999]). Se conocen dos estrategias para decretar
la segregacion de las CGP: la primera estrategia es utilizada por mamiferos y
salamandras; las CGP son inducidas por interacciones intercelulares durante
la etapa de gastrulacion. Podemos llamar a esta estrategia la de los factores
embrionarios porque involucra genes transcritos por el genoma del embrién, en
contraste con la segunda estrategia: la estrategia de los factores maternos (ge-
nes expresados durante la ovogénesis) es utilizada por los organismos Drosophila
melanogaster (mosca de la fruta), Caenorhabditis elegans (nematodo), Xenopus
laevis (rana africana) y Danio rerio (pez cebra), entre otros. Esta estrategia
se basa en la produccion de RNA’s mensajeros y proteinas, por parte de la
madre, que son depositados en sus ovocitos dentro de una regiéon citopldsmica
conocida como plasma germinal. Luego de la fertilizacion, las células a las que
se segrega el plasma germinal durante las primeras divisiones celulares son las
que se convertiran en las CGP [Gilbert, 2010]. El plasma germinal se identifico
por primera vez en embriones de la mosca de la fruta. El ntcleo del cigoto de



este organismo se divide 13 veces sin citocinesis de por medio de modo que el
embrion es un sincicio al principio de su desarrollo. Los nicleos migran hacia
la periferia del embrién y entonces comienza la celularizacion. Se sabe que las
células germinales se forman después de la celularizacién en el polo posterior
del embrion. Illmensee y Mahowald, en 1974 [Illmensee and Mahowald, 1974],
transplantaron una porcién de citoplasma del polo posterior de un embrién do-
nador en la etapa de sincicio, a un embrién receptor en la misma etapa del
desarrollo. El transplante se realizé al polo anterior, donde no se desarrollan
normalmente células germinales. No obstante, el embrién receptor si desarrolld
células germinales en este lugar, lo cual llevé la conclusion de que el citoplasma
en el polo posterior contiene el determinante de la linea germinal (ver Figura
1.1).

Donador Receptor Hospederos

Embriones en etapa de sincicio Blastodermos

Ubicacion normal de
celulas germinales

Figura 1.1. Estrategia experimental de Illmensee y Mahowald en 1974 pa-
ra transplante del plasma germinal entre embriones de Drosophila melano-
gaster. Se transplantd plasma polar desde el polo posterior del embrién donador, al
polo anterior del receptor (zonas sombreadas), durante la etapa de sincicio. En el
paso a la etapa de blastodermo se forman células alrededor de los ntcleos. Las cé-
lulas que se formaron en el lugar del transplante presentaban una morfologia muy
similar a las células germinales silvestres. Posteriormente, las células éctopicas se
transplantaron a embriones hospederos donde se vio que generaban gametos viables
[[lmensee and Mahowald, 1974].

El plasma germinal es visible como granulos densos en electrones en image-
nes de microscopia electrénica. En el neméatodo, estos granulos, conocidos como
granulos P, se localizan en el polo posterior del embrién unicelular. La prime-
ra division celular da como resultado un blastémero anterior, somético, y un
blastémero posterior, conocido como P1, que contiene los granulos P, es decir,
el plasma germinal. En las tres siguientes divisiones celulares, el plasma germi-
nal se segrega s6lo a uno de los dos blastémeros dando como resultado a P2,



P3, y P4, cada uno descendiente del anterior y heredero del plasma germinal.
Las células descendientes de P4: Z3 y Z2, segregan ambas los granulos P y son
las fundadoras de la linea germinal (Revisado en [Ikenishi, 1998]) (ver también
Figura 1.2).

P4
Una célula Cuatro células 16-24 células ~100 células

Figura 1.2. Determinacion de la linea germinal en Caenorhabditis elegans
En la etapa de una célula, incluso antes de la fusiéon de los dos nucleos, el plasma ger-
minal (morado) se estabiliza preferentemente en el polo posterior. La primera division
resulta en el blastémero P; capturando la mayor parte del plasma germinal. El plasma
germinal se segrega asimétricamente en la siguiente divisiéon dando como resultado P
en la etapa de cuatro células. Este proceso continda hasta la division de P; que no es
asimétrica respecto a la distribuciéon del plasma germinal y da como resultado a Z2 y
73, precursoras de la linea germinal (En la etapa de 100 células). Figura tomada de
[Nakamura and Seydoux, 2008|.

Esta vision tradicional, ha sido puesta en duda recientemente por la carac-
terizacion de una mutante en la cual los granulos P se desintegran antes de la
mitosis y sus componentes no se segregan asimétricamente. A pesar de esto, los
granulos vuelven a formarse durante la interfase tnicamente en el blastémero
germinal (P2, P3 y P4). Los embriones mutantes son fértiles; indicando que la
segregacion asimétrica de los granulos P puede ser consecuencia y no causa de
la determinacion de la linea germinal por otros medios [Gallo et al., 2010].

En el ovocito de la rana, el plasma germinal también se manifiesta como un
material electrodenso, granular, al que se le puso el nombre de nuage (nube)
cuando se observd por primera vez. El plasma germinal colocaliza con la nube
mitocondrial (también conocida como cuerpo de Balbiani), una estructura con
una gran concentracion de mitocondrias y fibrillas, adyacente al nucleo. La nube
mitocondrial esta implicada en un sistema de transporte de RNA’s mensajeros
conocido como la via METRO (messenger transport organizer). Este sistema se
encarga de transportar al polo vegetal del ovocito varios RNA’s, entre ellos los
transcritos del plasma germinal de la rana (Revisado en [King et al., 2005]). De
esta manera, el plasma germinal y la nube mitocondrial migran juntos hacia el
polo vegetal del embrién; ahi se segregan a todos los blastémeros durante las
primeras dos divisiones celulares. La tercera diviséon celular es perpendicular al
polo animal-vegetal y segrega por primera vez cuatro blastémeros germinales en
el polo vegetal y cuatro blastomeros somaticos en el polo animal (Revisado por
[Ikenishi, 1998]).

En embriones de pez cebra, durante la etapa de cuatro células, el nuage elec-
trodenso se localiza en la region distal de los septos de division celular. Inoue
y sus colaboradores, en 2004, constataron que esa regiéon corresponde al plasma



germinal, pues luego de retirarla observaron una disminuciéon considerable en el
namero de células germinales [Hashimoto et al., 2004] (Ver Figura 1.3).

1.2. El plasma germinal en el pez cebra

Se han identificado varias de las moléculas implicadas en la determinacion
de la linea germinal en diferentes organismos modelo. Estas moléculas se han
encontrado localizadas en el plasma germinal de los organismos en que se forma,
como el pez cebra. Entre las moléculas que conforman el plasma germinal en
pez cebra se encuentran los RNA’s mensajeros de vasa, nanos, tudor, dazl y
dead-end. En este trabajo no nos concentramos en la funcién de estos genes.
Sin embargo, mencionamos, por ser interesantes, sus caracteristicas comunes:
se traducen solo en momentos determinados del desarrollo de las células germi-
nales, codifican para proteinas de union a RNA y funcionan en la degradacion
de mensajeros, impiden la expansién de retrotransposones o la traduccién de
proteinas; lo cual apoya la hipotesis de la formacion de células germinales por
inhibicién de los genes de otros destinos celulares. También es interesante que
hay homologos de estos genes en organismos que no poseen plasma germinal, por
ejemplo, el raton y el humano, y que estos homologos también estéan implicados
en la determinacion de la linea germinal (Tabla 1.1).

El origen materno de los componentes del plasma germinal implica que se

producen durante la ovogénesis; por ello es importante e interesante ahondar un
poco en esta etapa del desarrollo.
La ovogénesis del pez cebra esta dividida en cinco etapas definidas por crite-
rios bioquimicos y morfologicos (Tabla 1.2). En las primeras cuatro etapas las
principales caracteristicas del ovocito son la gran actividad transcripcional, la
enorme cantidad de nucleolos y de actividad endocitica, y que estdn orientados
al crecimiento y la acumulaciéon de RNA’s proteinas y lipidos con el proposito
de convertirse en un 6vulo maduro, una gran célula ( 750 pm), con una rica
organizacion interna, capaz de contender con el estrés osmético y dar lugar a
un nuevo organismo |[Lessman, 2009] y [Selman et al., 1993].

En la etapa I del desarrollo del ovocito, puede encontrarse a los transcritos de
dazl, vasa y nanos en una zona muy definida del ovocito: la nube mitocondrial
del pez cebra, que parece ser una estructura homologa a la nube mitocondrial
(o cuerpo de Balbiani) en los ovocitos de la rana africana. Es muy interesante
que tanto en la rana como en el pez cebra, la formacién y migracion del cuerpo
de Balbiani y el establecimiento del eje animal-vegetal son interdependientes,
es decir, mutantes que afectan la formacion del cuerpo de Balbiani también son
deficientes en el establecimiento del eje animal-vegetal. La determinacion del eje
animal-vegetal es la primera asimetria que se produce en el desarrollo de estos
organismos [Nojima et al., 2010]. Siguiendo con la ovogénesis en el pez cebra, en
la etapa II, la nube mitocondrial se desintegra en el polo vegetal y la distribuciéon
de los RNA’s vasa y nanos se vuelve un gradiente a lo largo del ovocito, con
una menor concentracion en el polo animal. En la etapa IIT los RNA’s parecen
anclarse a la corteza del ovocito; dazl y nanos localizan en una franja estrecha



RNA o | Funcién de la proteina codificada Distribucion filogenética

Protei-

na

vasa Codifica una helicasa de RNA dependiente de ATP , | Se han encontrado ortélogos en
por lo que podria participar en la regulaciéon traduc- | la mayoria de animales estudia-
cional. dos.

nanos Codifica una proteina con un dominio dedo de zinc | Se han encontrado ortélogos en
CCHC que une RNA con alta afinidad pero baja es- | la mayoria de animales estudia-
pecificidad dos

tudor Las proteinas con dominios Tudor interactian con | Pez cebra, mosca de la fruta y
residuos metilados de arginina y lisina de proteinas | ratén.
diversas, asi como la maquinaria que metila esos re-
siduos. Un ejemplo son las proteinas de la familia
PIWI, implicadas en la contencién de transposones
en la linea germinal.

dead- Probablemente funge como protectora de RNAs con- | Pez cebra, rana africana, gallo, y

end tra degradaciéon raton

daz-like | Se sabe poco sobre su funcion salvo que une RNA Pez cebra, rana, mosca, raton,

humano

askopos | Posee un dominio de unién a ATP pero parece ha- | Pez cebra
cer honor al significado de su nombre en griego: sin
proposito

brul Tanto el RNA como la proteina se encuentran en | Pez cebra, ctenophoros, planaria,
el plasma germinal. Multiples dominios de union a | mosca de la fruta
RNA

granulito| Morfolinos contra el gen no presentan ningtn fenoti- | Vertebrados
po

Ziwi Proteina de la familia argonauta. Asociada con piR- | Se han encontrado ortblogos en
NAs, una clase de RNAs pequefios, su rol como silen- | la mayoria de animales estudia-
ciadora de elementos transponibles en la linea germi- | dos
nal es indispensable para la fertilidad.

Bucky- | Proteina cuya localizacion es necesaria y suficiente | La protefna se encuentra en el

ball para la formacién de células germinales. Su papel pa- | plasma germinal del pez cebra.
rece estar relacionado con la agregacion de los com-
ponentes del plasma germinal.

Hermes | Proteina de uniéon a RNA involucrada en la vie ME- | Pez cebra, rana africana, raton,
TRO de transporte de RNAs en ovocitos de rana humano.

Tabla 1.1. RNAs mensajeros y proteinas presentes en el plasma germinal del pez

cebra. Adaptado de la revision de [Ewen-Campen et al., 2010]




Etapa Diametro p m Caracteristicas

1A Crecimiento | 7 - 20 Acumulacién de nucleolos alrededor de la vesicula

primario (fase germinal (nucleo).

pre-foliculo)

IB Crecimiento pri- | 20 -140 Aparicion de cromosomas descondensados y aumento

mario (fase de fo- en la actividad transcripcional. Ovocito transparen-

liculo) te. Formacion del cuerpo de balbiani o nube mito-
condrial adyacente a la vesicula germinal

IT Alveolos cortica- | 140 - 340 Se observan hasta 1500 nucleolos involucrados en la

les sintesis de RNA ribosomal. Aparicion de alveolos cor-
ticales, agregados de proteinas y carbohidratos, que
opacan la vesicula germinal

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

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

V Ovulo 730-750 Liberacién del 6vulo maduro

Tabla 1.2. Etapas de la ovogénesis en pez cebra

en la corteza del polo vegetal; mientras que el mensajero de vasa se encuentra en
un patron similar pero por toda la corteza del ovocito [Kosaka et al., 2007]. Los
RNAs mensajeros permanecen anclados a la corteza durante la maduracion del
ovocito y hasta la fertilizacién. La etapa V de la ovogénesis marca la maduracion
y liberaciéon del 6vulo. En contacto con el agua, el 6vulo se activa y cambia su
organizacion interna. Contracciones de los microfilamentos de actina en el polo
animal provocan el transporte del ooplasma por medio de corrientes axiales con
direccion al polo animal (Revisado en [Pelegri, 2003]). Gracias a las corrientes
axiales, los RNA’s del plasma germinal, que se encontraban anclados en el polo
vegetal del ovocito, ya se encuentran en el polo animal en el momento de las
primeras divisiones celulares (Figura 1.3). La excepcion es el transcrito de dazl,
que al momento de la fertilizacién permanece enriquecido en el polo vegetal del
6vulo y migra posteriormente por una ruta dependiente de microtubulos, a lo
largo de la corteza del ovocito[Theusch et al., 2006]. Los RNAs de vasa, nanos,
y dead-end, entre otros, que constituyen lo que se ha denominado como plasma
germinal animal por su localizacion al momento de la fecundacion, se desplazan
hacia la periferia del blastodisco (blastodisco es el nombre que se le da a la
célula y luego a la capa de células que daréd lugar al embrién, diferencidndolas
del vitelo) y a la vez son concentrados en bandas definidas durante las primeras
divisiones celulares, de manera que para la etapa de cuatro células toman su
caracteristica localizacion distal en los septos de division celular. El plasma ger-
minal animal forma granulos que parecen estar asociados a filamentos de actina.
Se hipotetiza que el plasma germinal animal es desplazado hacia la periferia por
la acciéon de los microtubulos astrales que estan formandose durante la division
celular. En este modelo, los microtubulos astrales empujan hacia la periferia a



los filamentos de actina a los cuales esta asociado el plasma germinal en forma
de granulos RNA-proteina [Theusch et al., 2006]. Otro conjunto de microtubu-
los, el arreglo de microtubulos del septo (FMA, por furrow microtubule array),
esté asociado a la compactacion de la banda del plasma germinal. El FMA es un
arreglo de microtiibulos que se encuentran a ambos lados del septo de division,
perpendiculares a éste y paralelos entre si. Los microttibulos del FMA sufren una
reorganizacion, dependiente de miosina, enriqueciéndose e inclindndose hacia la
region distal del septo. Esto coincide temporal y espacialmente con la compac-
tacion del plasma germinal (Figura 1.4). Aunque la funciéon primordial del FMA
parece ser el transporte de vesiculas hacia las membranas en formacién durante
la divisién celular, se propone que ha sido aprovechado para la agregacion del
plasma germinal [Lindeman and Pelegri, 2010].

Embriogénesis temprana

Ovogénesis

Anillo de actina

Vesicula germinal
nucleo)

Nube mitocondrial

Etapa | Etapa Il Etapa V Después de la fecundacion Dos células Cuatro células

Figura 1.3. Esquematizacion de la migraciéon del plasma germinal durante
la ovogénesis y la embriogénesis temprana. Los mRNA’s del plasma germinal se
muestran como puntos rojos. El polo vegetal esté orientado hacia abajo y el polo animal
hacia arriba excepto en la etapa de cuatro células en la que se muestra una vista desde
el polo animal. En la Etapa I de la ovogénesis el plasma germinal esté asociado a la
nube mitocondrial, formando un cimulo conocido como cuerpo de Balbiani, adyacente
al nucleo. Los mRNAs del plasma germinal se asocian a la corteza a partir de la etapa
ITI. Luego de la fertilizacion, los mRNAs se translocan a la primera célula y durante
las primeras divisiones celulares se concentran en cuatro puntos en los limites entre
las células.
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Figura 1.4. Papel del citoesqueleto en la translocacién del plasma germinal
durante las dos primeras divisiones celulares. (A) Vista lateral. La translocacion
del plasma germinal animal (azul) al blastodisco antecede a la del plasma germinal
vegetal (amarillo). (B) Vista animal. Los agregados de RNA tienen un patroén circular
que va excluyéndose del centro y a partir de la primer divisiéon celular se enriquece en
los septos de division celular. (C) La misma perspectiva que (B) pero mostrando las
estructuras del citoesqueleto relevantes. Los granulos de plasma germinal se encuen-
tran asociados a filamentos de actina que a su vez son excluidos hacia la periferia,
por accién de los microtibulos (verde). Durante las primeras divisiones celulares, la
compactacion del plasma germinal coincide con la remodelaciéon del arreglo de mi-
crotubulos del septo Furrow Microtubule Array, también en color verde (Basado en
|[Lindeman and Pelegri, 2010])

1.3. Las Rho-GTPasas y el transporte de RNAs
mensajeros

Las Rho-GTPasas son una familia de proteinas pequenas que participan
como reguladores de multiples procesos celulares, tales como la remodelacion
del citoesqueleto, la apoptosis, regulacién génica y el establecimiento de po-
laridad celular. Se dice que acttian como “interruptores” porque ciclan entre
un estado inactivo, en uniéon a GDP y un estado activo, en uniéon a GTP. En
su estado activo pueden reconocer a sus efectores y uniéndose a ellos, generar
una respuesta hasta que el GTP se hidroliza, momento en que la asociacion
GTPasa-efector se disuelve. En mamiferos, la familia de las Rho-GTPasas estéa
compuesta por 16 miembros, pero sélo de tres se dispone de una buena cantidad
de informacién funcional: Racl, CDC42 y RhoA. Estudios en varios tipos celu-
lares de mamiferos, en moscas de la fruta, neméatodos y levadura muestran que



Racl, CDC42 y RhoA conectan a receptores de la membrana con el ensamblaje
de estructuras de actina-f (Revisado en [Etienne-Manneville and Hall, 2002]).
Cdc42 y Racl se han encontrado formando parte de complejos con proteinas
del citoesqueleto (tubulina, tau, actina e internexina) y la proteina Staufen de
mamifero [Villace et al., 2004|. Staufen participa en el trasporte de RNAs en el
desarrollo temprano en la mosca de la fruta y en neuronas de organismos adul-
tos [Czaplinski and Singer, 2006]. Todo lo anterior sugiere que Cdc42 y Racl
pueden formar parte de complejos de transporte de RNAs. RhoA ha sido impli-
cada en la localizacién, independiente de microtubulos, de RNAs mensajeros en
pseudopodios de células tumorales a través de su efector Rho cinasa (ROCK),
que unida a RhoA-GTP (forma activa) promueve la actividad de la miosina II
[Stuart et al., 2008]. Otro trabajo indica que la via de sefializacion RhoA-ROCK
->miosina II promueve el transporte del RNA mensajero de la S-actina hacia el
frente de migracion de fibroblastos en cultivo [Latham et al., 2001]. La localiza-
cion depende de una secuencia zipcode en la region 3 no traducida (3 UTR), la
cual es reconocida por proteinas especificas. El complejo RNA-proteinas resul-
tante es transportado sobre los filamentos de actina por la actividad motora de
la miosina II. A menudo, las regiones no traducidas del extremo 3° UTR de mu-
chos mensajeros son senales en cis, necesarias y suficientes para su localizacion.
La regiéon 3° UTR de Xcat2, el gen homologo de nanos en la rana, es suficiente
para guiar la localizacién a la nube mitocondrial del pez cebra, indicando que
existe conservacion entre las vias de localizacion de transcritos. Sin embargo,
los motivos de secuencia cruciales para la localizacion de Xcat2, 6 repeticiones
del pentanucledonido UGCAC, no se han encontrado en los mensajeros del pez
cebra [Kosaka et al., 2007].

En el pez cebra se han encontrado 32 homélogos de las Rho-GTPasas de
humano y se ha demostrado que son expresadas en el pez adulto o en el embrion.
Se encontraron cinco genes homologos de RhoA: rhoaa, rhoab, rhoac, rhoad y
rhoae; dos homologos de Racl: racl y raclb; y cuatro homoélogos de CDC42:
cdc42a-SV1, cdcf2a-SV2 cdcf2b y cdef2c¢ [Salas-Vidal et al., 2005].

También son relevantes otro tipo de efectores de RhoA: las forminas son
proteinas con un dominio FH2, capaces de nuclear filamentos lineales de actina.
Se ha demostrado que muchas de ellas actiian como efectoras de las Rho GTPa-
sas [Young and Copeland, 2010]. Cappucino, una formina que en la mosca de la
fruta interacttia con Rho, es necesaria para la formacion de filamentos de actina
necesarios para el anclaje del plasma germinal [Tanaka et al., 2011]. Cappucino
también ayuda a provocar las corrientes citoplasmicas en el ovocito y esta im-
plicado en la polaridad celular [Young and Copeland, 2010]|. Se piensa que la
formacion del anillo citocinético en animales sucede en dos fases: la polimeriza-
cion de actina, mediada por forminas (especialmente Dia), y la concentracion
de miosina I en puntos discretos. Aunque las fases son independientes entre
si, ambas pueden ser promovidas por RhoA, la primera fase a través de Dia, y
la segunda a través de ROCK [Pollard, 2010]. También hay estudios que afir-
man que las forminas, incluyendo a Dia, son capaces de unirse a microtibulos
promoviendo su estabilidad u orquestando la interacciéon entre microtibulos y
filamentos de actina (Revisado en [Bartolini and Gundersen, 2010]).
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Antecedentes

Empleando inhibidores farmacolégicos en embriones de pez cebra, se demos-
tr6 que RhoA participa en la citocinesis regulando el ensamblaje de la actina
y la localizacion de la beta-catenina por una via dependiente de ROCK, que
podria funcionar a través de la miosina II [Lai et al., 2005].

Otra evidencia en ese sentido viene del patron de expresion de la proteina
RhoA en la etapa de dos y cuatro células: RhoA aparece claramente enriquecida
en los septos de division celular mientras que Cdc42 y Racl tienen una loca-
lizacion predominantemente citoplasmica durante la misma etapa [Salas-Vidal,
comunicacion personal]. Esto es congruente con la observacion de embriones
tempranos de erizo de mar y de rana africana transfectados con GFP fusionada
con el fragmento de unién a RhoA de la Rhotekina, que es un efector de RhoA,
y permitié ver zonas de alta concentracion de RhoA activa en tiempo real: justo
antes de la citocinesis se forma alrededor del septo una banda bien definida y re-
lacionada con tal precisién espacial y temporal con la constricciéon del septo que
permite a los autores concluir que RhoA establece la maquinaria citocinética de
actina contractil [Bement et al., 2005] (presumiblemente a través de ROCK).

En la etapa de cuatro células del desarrollo del pez cebra se han aplicado
tratamientos a los embriones con blebistatina y ML7, dos drogas que bloquean
farmacologicamente la actividad de la miosina II [Urven et al., 2006]. Los resul-
tados son alteraciones en la dindmica y la localizacién de actina filamentosa,
tubulina, S-catenina y el plasma germinal en los septos de division celular. Se
observan defectos en la disolucion del anillo de contraccion de actina, los micro-
tabulos del arreglo de microtibulos del septo (FMA) no adoptan una orientacion
normal con respecto al anillo de divisién y no se observa localizacién del plasma
germinal en la regién distal de los septos de divisién celular sino en regiones més
centrales. Bloquear la actividad de la miosina II no afecta del todo la formacion
de los primeros septos de divisién celular, sugiriendo que la localizaciéon del plas-
ma germinal y la citocinesis son hasta cierto punto independientes. A pesar de
eso, se sabe que la localizacién correcta del plasma germinal a los septos de di-
vision celular en el pez cebra es sensible a errores en la citocinesis: los embriones
mutantes cei (cellular island, una mutacion en la cinasa Aurora B) se caracteri-
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zan por un septo de divisién celular acortado, pero aparte de eso normal, en la
zona central del primer blastomero. La region distal del septo, donde el plasma
germinal es reclutado normalmente, es precisamente la regiéon més sensible a la
pérdida de Aurora B. En los mutantes cei, el reclutamiento del plasma germi-
nal se reduce o no sucede. No obstante, el plasma germinal que alcanza a ser
agregado se recluta en ocasiones a dos puntos en el centro del blastodisco corres-
pondientes a los extremos del septo truncado que se observa en estas mutantes
[Yabe et al., 2009]. Otro ejemplo es nebel, un pez cebra mutante que presenta
defectos en la citocinesis y en la conformacion del arreglo de microtibulos del
septo (FMA). Los embriones nebel también segregan mal el plasma germinal.
Asimismo, desestabilizar los microtubulos farmacolégicamente con nocodazol,
después de la fertilizacion, impide la correcta segregacion del plasma germinal a
la region distal [Pelegri et al., 1999]. Por otro lado, antes de la fertilizacion, los
ovocitos de pez mutantes en la proteina microtubule actin crosslinking factor 1
(Macf1) poseen un cuerpo de Balbiani anormalmente agrandado y que no migra
hacia el polo vegetal. Macfl tiene dominios de unién tanto a microfilamentos
como a microtubulos y los mutantes poseen defectos en la distribucion de ambas
estructuras del citoesqueleto. Esto facilita la suposicién de que la migracion y
ensamblaje del cuerpo de Balbiani dependen de la correcta coordinacién entre
actina y tubulina [Gupta et al., 2010]. Recordando que el cuerpo de Balbiani
es la estructura donde se localizan los mRNAs del plasma germinal durante la
ovogénesis temprana, no es aventurado suponer que la coordinacién dinadmica
del citoesqueleto es importante también en la ovogénesis para la migracion del
plasma germinal.

Las mitocondrias también estan intimamente relacionadas con el cuerpo de
Balbiani. En células en cultivo de mamifero y de mosca se ha implicado a RhoA
en la regulacién de la velocidad de migraciéon de las mitocondrias y su anclaje
al citoesqueleto. Sin embargo, la accidon parece ser a través de su otro efector,
Diaphanous/mDia, una formina cuya actividad promueve la polimerizacion de
microfilamentos de actina asi como la estabilizacion de microtubulos. Otros
organelos aparte de las mitocondrias no son afectados por la inhibicion de RhoA
de acuerdo a este estudio [Minin et al., 2006].

En un estudio reciente se ha descubierto que Rhol, el homoélogo de RhoA
en la mosca, esta enriquecido en el polo posterior de los embriones de este orga-
nismo. Recordando que el polo posterior es el lugar donde se localiza el plasma
germinal de la mosca, los autores proponen que Rhol pudiera ser quien estimula
la formacion en el polo posterior de los filamentos de actina de los que se piensa
que son responsables del anclaje del plasma germinal [Tanaka et al., 2011].
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3

Hipo6tesis y Objetivos

3.1. Hipoétesis

Se propone que RhoA, remodelando del citoesqueleto, es una importante
reguladora de la localizacién del plasma germinal en pez cebra, tanto durante
la ovogénesis como durante las primeras divisiones celulares en la embriogénesis
temprana.

3.2. Objetivos

= Establecer si existe colocalizacion de la proteina RhoA y el plasma germi-
nal durante la ovogénesis y el desarrollo temprano en el pez cebra.

= Inhibir la actividad de RhoA en embriones tempranos y caracterizar el
efecto sobre la localizacion del plasma germinal.
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4

Metodologia

4.1. Cuidado de los peces y recoleccion de em-
briones

Los peces adultos se mantienen en una pecera a 28°C, son alimentados tres

veces al dia, y estan sometidos a un ciclo de 14 horas de luz y 10 horas de
oscuridad.
Para obtener embriones, los peces adultos se ponen a cruzar el dia anterior y al
inicio del ciclo de luz, al dia siguiente, se recuperan los embriones de la pecera,
se lavan, y se cultivan a 28°C en una incubadora hasta que llegan a la etapa
deseada en su desarrollo. Para méas informacion sobre la crianza del pez cebra
ver [Westerfield, 1994]

4.2. Inmunofluorescencia en cortes de ovario

Para el seguimiento de los patrones de expresion, se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia sobre cortes de ovario, de la siguiente manera:

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

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

= Se incluyen en Tissue-tek (Sakura Finetek), resina que se vuelve solida a
-20°C y que permite hacer cortes en el microtomo cridstato.

= Los cortes se adhieren a un cubre objetos (Corning) y se secan en una
campana de vacio durante media hora. Pueden guardarse a -20°C.

= Para proseguir con el experimento, los cortes se permeabilizan banandolos
en acetona durante 20 minutos.
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= Se bloquean con solucién de bloqueo durante dos horas a temperatura
ambiente.

= Posteriormente se agrega el anticuerpo primario diluido 1/500 vol/vol en
la misma soluciéon de bloqueo, donde se incuban a 4°C durante toda la
noche.

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

= Kl anticuerpo secundario esta acoplado al fluoroforo alexa 488. Se agrega
diluido 1/500 vol/vol en solucién de bloqueo.

= Los cortes se montan con glicerol para su observaciéon en el microscopio
confocal. Para el control negativo se omite la incubacién con anticuerpo
primario.

4.2.1. Soluciones

= MEMFA: MOPS (USB) 2.08 g, EGTA 400 L de Stock 0.5M, M ¢gSO4(Sigma)
24 mg, Formalina (Sigma) 10 mL stock 37 % en 100mL H-O.

= PBS stock 20x: Disolver NaCl (J.T. Baker) 80 g, KC1 (USB) 2 g, Nag HPO,
heptahidratado (J.T. Baker) 26.8 g, K Ho POy (J.T. Baker) 2.4 g, en 800
mL de H50O; ajustar el pH a 7.4 con HCI 1M; ajustar el volumen a 1 L de
H>0O

= Probamos dos soluciones de bloqueo distintas:

1. Solucién de albtimina de suero bovino, fraccion V (USBiological) 3 %, suero
de cabra en PBS 1x.

2. Solucion de albuimina de suero bovino, fraccion V (USBiological) 1 %, Tri-

ton X-100 (Sigma) al 0.5% y gelatina de pescado al 0.45% (Sigma) en
PBS 1X.
Ambas soluciones dieron resultados muy similares en cuanto a fluorescen-
cia y senal de fondo (Ver Figura 4.1). En los siguientes experimentos
utilizamos tnicamente la solucién de bloqueo con albiimina y gelatina de
pescado.
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BSA + Suero de cabra J ; BSA + Gelatina

BSA+ Suero g BSA + Gelatina
Control Negativo Control Negativo

Figura 4.1. Inmunofluorescencia (Alexa 488 anti-conejo) en cortes de ovario
con diferentes bloqueos. Bloqueo con BSA 3% y suero de cabra (Columnas de la
izquierda) y con BSA 1%, tritén X100 y gelatina de pescado (Columnas de la derecha).
La fila superior muestra la sefial utilizando el anticuerpo anti-RhoA, la fila inferior
muestra la senal en ausencia del anticuerpo primario. Barra: 100 pym.
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4.3. Inmunohistoquimica en cortes de ovario

Para esta técnica utilizamos un kit de Vector Laboratories: Ready to Use
Vectastain Universal Quick Kit. Este kit provee de anticuerpos, sueros y enzimas
diluidos de antemano. También posee un sistema de amplificacion de la senal que
lo hace altamente sensible: el anticuerpo secundario tiene incorporadas varias
moléculas de biotina. La enzima peroxidasa, responsable en tltima instancia
de la cantidad de senal, esta ligada a estreptavidina que a su vez se une de
forma practicamente irreversible a la biotina. De este modo un solo anticuerpo
secundario puede tener varias peroxidasas adosadas.

= Los cortes al criostato, luego de ser deshidratados y almacenados a -20 °C
se enjuagan brevemente en agua de la llave y luego en PBS 1x.

= Los cortes se incuban por alrededor de 10 minutos en suero de bloqueo

= Por una hora se incuban con anticuerpo primario diluido 1/500 vol/vol en
PBS con 1.5 % de suero de bloqueo.

= Se lavan las laminillas por 5 minutos en PBS 1x.

= Se incuban las laminillas en anticuerpo secundario biotinilado por 10 mi-
nutos.

= Se lavan las laminillas por 5 minutos en PBS 1x.

= Se incuban las laminillas en el reactivo estreptavidina/peroxidasa por 5
minutos.

= Se lavan las laminillas por 5 minutos en PBS 1x.

= Se incuban las secciones en Diamino benzidina, sustrato de la peroxidasa
hasta que la coloracion llegue a la intensidad deseada (aproximadamente
dos minutos).

= Se enjuagan las laminillas con agua de la llave y se montan para su obser-
vacion (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Localizacion de RhoA en cortes de ovario revelada con diamino-
benzidina En los ovocitos del estadio I, los més pequenos, se puede ver la localizacién
de RhoA en el citoplasma; por el contrario, en los ovocitos mas grandes (estadio III),
Rhoa solo se concentra en la membrana. Los ovocitos que fungieron como control ne-
gativo no se tineron excepto por una franja en la periferia de los ovocitos en estadio
IIT que suponemos representa tincion inespecifica (cabeza de flecha).

4.4. Inmunofluorescencia en embriones comple-
tos

= Los embriones en la etapa del desarrollo deseada se fijan en paraformal-
dehido al 4% a 4°C durante una noche.

= Los embriones se lavan 3 veces por cinco minutos con PBS 1x, para quitar
el parformaldéhido

= Los embriones deben decorionarse con forceps finos y bloquearse al menos
3 horas en solucion de bloqueo (PBS 1X, Triton 0.1 % y gelatina de pescado
0.45%).

= Posteriormente, se incuban con solucién de bloqueo que contiene el an-
ticuerpo primario (conejo anti-RhoA, Santa Cruz Biotechnology) en una
concentracion 1/100 vol/vol, a 4°C por toda la noche y con agitacion ligera.

= Al dia siguiente, los embriones se lavan en solucién de bloqueo y se incuban
por lo menos una hora con un anticuerpo fluorescente (alexa 488 anti-
conejo, Invitrogen) en la misma concentracion.

= Luego de lavarse de nuevo se montan en glicerol para su observacion en el
microscopio confocal (Zeiss LSM 510 META).
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4.5.

Gel para proteinas y Western blot

4.5.1. Purificacion de proteinas

Luego de decorionar los embriones, suspenderlos en solucion de lisis.
Agitar a 4 °C durante 1 hora.
Centrifugar a velocidad maxima durante 10 minutos.

Tomar alicuotas y guardar las muestras a - 20 °C para cuantificar protei-
nas.

Agregar amortiguador de muestra y poner en bano maria durante 5 mi-
nutos.

Pasar a hielo inmediatamente.
Centrifugar a velocidad maxima a 4 °C 10 minutos.

Tomar el sobrenadante y hacer alicuotas que se guardan a - 20 °C si se
utilizaran en un periodo corto, de lo contrario, guardar a -70 °C.

4.5.2. Preparacion del gel

Lavar los vidrios con agua y jabon, con etanol y finalmente con acetona.

Acomodar los vidrios para el gel y agregar las soluciones de acrilamida
para el gel inferior y superior.

Lavar los pozos con HyO tres veces y secar con papel Whatman para
eliminar burbujas.

En la cAmara de corrida cargar en seco las muestras y llenar la cadmara
con buffer de corrida frio.

Correr los geles con el amperaje constante a 50 mA durante el tiempo
necesario para la separacion de las muestras.

4.5.3. Transferencia de proteinas

Remojar dos esponjas, dos papeles Whatman y una membrana en blotting
buffer.

Poner una esponja seguida de un papel Whatman, la membrana, el gel,
otro papel Whatman y una esponja cuidando de que no se formen burbujas
entre los materiales.

Correr la transferencia, con un hielo en la caAmara, a 400 mA por 50 min.
en buffer de transferencia.
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4.5.4. Inmuno

Lavar membrana con H>O para quitar el exceso de buffer.

Tenir con Ponceau para revisar si las proteinas se transfirieron correcta-
mente.

Lavar con TBST, bloquear con leche 5% diluida en TBST, durante una
hora a temperatura ambiente.

Agregar el anticuerpo primario (conejo anti RhoA, Santa Cruz Biotech-
nology) diluido 1:1000 en la misma solucién de bloqueo a 4°C toda la
noche.

Lavar tres veces con TBST 10 minutos cada vez y agregar el anticuerpo
secundario diluido 1:5000 en TBST con leche al 5% durante una hora a
temperatura ambiente.

Lavar tres veces con TBST 10 minutos cada vez.

4.5.5. Revelado

Eliminar el exceso de TBST

Hacer una solucién 2x de soluciéon #1 de Lumiglo en TBST y mezclar
con el mismo volumen de solucién #2 en concentracién 2x. Incubar la
membrana en esta solucién durante un minuto.

Poner la membrana entre dos plasticos lisos y transparentes y poner en
contacto con el film, en obscuridad. Dar varios tiempos de exposicion,
hasta 30 minutos.

Banar en el revelador durante 1 minuto. Lavar con H>O y pasar al fijador
durante 1 minuto.

Lavar con agua y escurrir.

4.5.6. Soluciones

Solucion de lisis, En 10 mL de H2O: Tris (Invitrogen) 1M pH 7.4 250 uL,
EDTA 0.5M 40 pL, Protease inhibitor miz (Libre de EDTA, Roche) 1
tableta, NP40 25 pL. Hacer alicuotas de 1 mL y congelar a -20°C.

Amortiguador de muestra 4x, Stock, Tris (Invitrogen) 0.5M pH 6.8 1.25
mL, SDS 10% 2.3 mL, Glicerol 1mL, S-mercaptoetanol 500 uL, Azul de

bromofenol 0.01 g, disolver en 10 mL de H>O. Hacer alicuotas y guardar
a -20°C.

Amortiguador de corrida, 500 mL (10x). Tris (Invitrogen) 15.15 g, glicina
(Bio-Rad) 74.55 g, SDS (Bio-Rad) 5 g.
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= Amortiguador de transferencia, 500mL. Tris (Invitrogen) 1.51 g, glicina
(bio-Rad) 7.2 g, metanol (J.T. Baker) 100 mL.

= Ponceau, 250 mL. Ponceau S (Bio-Rad) 0.25 g, 4cido acético 12.5 mL.

= TBS 10x. Diluir en 500 mL H>O: Tris (Invitrogen) 12.11 g, NaCl (J.T.
Baker) 48.83 g.

= TBST. Diluir una parte de TBS 10x en 9 partes de agua y agregar 250 uLL
de Tween 20 (Sigma) por cada 500 mL de solucion.

4.6. Ensayo de competencia de anticuerpo anti-
RhoA con péptido

Para analizar la especificidad del anticuerpo utilizado para detectar la pro-
teina RhoA se llevd a cabo un experimento de inmunofluerescencia en cortes de
ovario como se explica en la secciéon 4.2. Sin embargo, para algunos de los cortes
se utilizoé un anticuerpo incubado previamente con el péptido de 13 aminoacidos
que va del aminoacido 119 al 132 de la proteina RhoA-p21 y que es la secuencia
que reconoce el anticuerpo. Las competencias se hicieron con concentraciones
molares 10 y 50 veces mayores de péptido que de anticuerpo (1uL de anticuerpo
= 1.33x10712 moles, 1 uL de péptido= 1.33x10~? moles) en 50 uL de agua
destilada durante 2 horas y en agitacion ligera. Como comparacion se incub6
la misma cantidad de anticuerpo en ausencia de péptido y 50 ul. de agua sin
péptido ni anticuerpo. Luego de la incubacién, se diluy6é cada mezcla en 500
uL de solucién de bloqueo y esa solucién se utilizé para proseguir con el expe-
rimento de inmunofluorescencia. Las iméagenes se tomaron con el microscopio
confocal. Se subi6 la intensidad del laser hasta tener una alta fluorescencia del
control positivo y se usaron esas condiciones para analizar las siguientes mues-
tras. La cuantificacionde la fluorescencia se hizo utilizando el software ImageJ
1.42q. Se cuantificé la fluorescencia del citoplasma de ovocitos en el estadio I.
La fluorescencia promedio de las imagenes tomadas del control positivo es més
de tres veces mayor que en las imagenes de la competencia (Figura 4.3). Hay
una diferencia pequena entre la fluorescencia de las muestras con 10 x y 50 x
de péptido, la fluorescencia de la competencia con 50 x péptido incluso parece
mayor a la competencia con 10 x.

Adicionalmente, se bloqued el anticuerpo anti-RhoA incubandolo con el pép-
tido antigénico en TBST + leche 5%, con una concentraciéon molar del péptido
mil veces mayor a la del anticuerpo. El anticuerpo bloqueado y un anticuerpo no
bloqueado se utilizaron para un experimento de Western Blot como se describi6
en la seccion 4.5, utilizando proteina extraida de embriones de 24 horas de pez
cebra. En la Figura 4.4 puede verse el resultado de este experimento que apoya
la especificidad de nuestro anticuerpo contra RhoA.
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Control negativo vs control positivo Péptido 50x vs control positive Péptido 10x vs control positivo
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Figura 4.3. Intensidad de pixeles en un ensayo de competencia del anti-
cuerpo anti RhoA Panel Superior. Densidad de la intensidad de los pixeles en las
iméagenes de fluorescencia. Verde: Control negativo, sin anticuerpo anti-RhoA. Azul:
anticuerpo pre-incubado con 50x péptido. Cian: anticuerpo pre-incubado con 10x pép-
tido. Rojo: Control positivo, anticuerpo incubado sin péptido. Se comparan todos los
tratamientos con el control positivo. Panel inferior. Un pequeno cuadro en las imagenes
muestra la regién que se cuantificé en cada caso.

-+
o RhoA

W S TUbulina

Figura 4.4. Competencia de anticuerpo anti-RhoA en gel de proteinas.
Lado izquierdo (-) membrana incubada con anticuerpo en ausencia de péptido. Lado
derecho (+), membrana incubada con anticuerpo y péptido competidor 1:100. No
pudimos detectar senial de RhoA al incubar el anticuerpo con el péptido.
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4.7. Clonacién de fragmentos de mRNA y sinte-
sis de sondas

4.7.1. Extraccion de RNA

= Kl ovario de pez cebra se homogeneiza dentro de un tubo de microcentri-
fuga congelado con nitrégeno liquido al que se le agrega 1 mL de TRIzol
(Invitrogen).

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

= Para permitir la disociacién de complejos ribonucleoprotéicos se incuba el
homogeneizado por 5 min de 15 a 30 °C.

= Se anaden 0.2 ml de cloroformo por 1 mL de TRIzol (Invitrogen).

= El tubo se agita vigorosamente con el vortex por 15 segundos y se incuba
de 15 a 30 °C de 2 a 3 min.

= Se centrifuga la muestra a no méas de 12,000 x g por 15 min a 4 °C.

= Luego de la centrifugacion, la mezcla se separa en una fase organica de
color rojo y una fase acuosa incolora en la parte superior, donde reside el
RNA.

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

= Se incuban las muestras de 15 a 30 °C por 10 minutos y se centrifugan a
no méas de 12,000 x g por 10 min a 4 °C.

= Se retira el sobrenadante y el material sedimentado se lava con etanol al
75 %, mezclandolo con ayuda del vortex y centrifugando a no méas de 7,500
x g por 5 min a 4 °C.

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

4.7.2. Sintesis de cDNA

A un tubo de microcentrifuga se anade lo siguiente:

= 1 uL oligo dT (500 pg/mL) y 50-250 ng de random primers
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= 3 ug de RNA total
= 1 uL. de ANTP miz 10 nM

» Aforar a 12 pL con agua estéril.

Calentar la mezcla por 5 minutos a 65 °C y enfriarlas en hielo rapidamente,
agregar:

s 4 uL de 5X First-Strand buffer [250 mM Tris-HCI (pH 8.3 a temperatura
ambiente), 375 mM KCl, 15 mM MgCl2|

= 2 4L 0.1IM DTT
= 1 uL, RNAseOUT inhibidor de ribonucleasa recombinante.

Mezclar suavemente e incubar a 37 °C por 2 minutos. Agregar 1 pl de M-
MLV transcriptasa reversa (Invitrogen) e incubar a 25 °C por 10 min. Incubar a
37 °C por 50 min y posteriormente inactivar la reacciéon calentando a 70°C por
15 min.

4.7.3. PCR

Deseamos ver la localizacion de los genes vasa, nanos, dead-end y daz-like
pertenecientes al plasma germinal y de zorba, un gen que marca el polo ani-
mal durante la ovogénesis. Ya existen sondas reportadas para estos transcri-
tos, pero debido a la falta de informacién completa sobre la secuencia de las
sondas de RNA de nosi[Koprunner et al., 2001], vas[Yoon et al., 1997] y dazl
[Maegawa et al., 1999] y que la sonda de dnd[Weidinger et al., 2003]| se sintetizo
a partir de cDNA de pollo, decidimos clonar y sintetizar nuestras propias son-
das antisentido a partir de cDNA de ovario de pez cebra. Se disefiaron sondas
antisentido para los RNA’s de vasa, nanos, dead-end, daz-like y zorba cuidando
que so6lo hibriden con una regiéon determinada del RNA blanco. Es importante
destacar que estas sondas no son las que han sido reportadas anteriormente y
por lo tanto deben ser validadas en experimentos de hibridacién in situ que
reproduzcan los patrones de expresion ya reportados para estos RNA’s mensa-
jeros. Las regiones elegidas se amplificaron por PCR. Para una reaccion de PCR,
se coloca en un tubo lo siguiente:

= Buffer 10x: 2.5 uL

= MgCls: 0.75 uL

= dANTP’s: 1 pLL

= Primer derecho y Primer izquierdo (ver cuadro 4.1): 1 pL de cada uno
» H,0: 16.55 uL

= Taq polimerasa (Invitrogen): 0.2uL
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= cDNA: 2 uL

El programa de PCR utilizado es el siguiente:

95 °C 2 min

40 ciclos: 95 °C 30 s, Tm °C (ver cuadro 4.1) 30 s, 72 °C 2 min.

= 72 °C 10 min

= 6 °C 10 min
Gene| Primer Izquierdo Primer Derecho Tamano del | Tm °C

producto

dazl | geggtegattatgtgeate | atcaataccgecgacgaa | 493 62
dnd | gtccgaccaccagtgage | tcggeacaaggtttggat | 407 62
nos | acaacggcgagactgagg | cctgtagegagectgetg | 452 60
vas | gegtgtccacctgetace | ttcatcacgggagecact | 402 64
zorb | aggctggaccccagaaac | catgegtggettcagttg | 493 62

Tabla 4.1. Oligos utilizados para la clonacion de fragmentos génicos a partir de cDNA.

4.7.4.

Preparacion de una reacciéon de ligacion:

Clonacién del producto de PCR en un plasmido

Producto fresco de PCR 2 uL

= 10X Buffer de ligacién 1 pL

Vector plasmidico pCRII-TOPO (Invitrogen) 2 uL

Aforar con agua estéril a 9uL

Agregar 1 uL. de T4 DNA ligasa para un volumen final de 10 pL. Incubar
la reaccion de ligacion a 14 °C toda la noche.

Los productos de PCR se insertaron en el plasmido TOPO vector. Este plas-
mido contiene en cada lado sitios de restriccién tnicos para varias enzimas y
dos promotores opuestos lo cual permite linearizar el plasmido y transcribir la
secuencia insertada en ambas direcciones.

4.7.5. Preparacion de células competentes y transforma-

cion
Preparacion de células [Inoue et al., 1990|:

= Inocular una colonia de una caja petri fresca en 5 mL de medio SOB en
un matraz y dejar crecer durante el dia o toda la noche a 37 °C
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Inocular 200 mL de SOB a un matraz con 1 mL del precultivo.

Crecer las células con agitacion vigorosa (200 - 250 rpm) a 18 °C hasta
una ODgg de 0.6.

Pre-enfriar el rotor a 4 °C. Colocar todos el material de plastico y de vidrio
en el cuarto frio.

Colocar en hielo el cultivo y tubos Falcon de 50 mL por al menos 10
minutos.

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

Todas las manipulaciones deben llevarse a cabo en el cuarto frio

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

Centrifugar las células a 3000 rpm y resuspenderlas con delicadez en amor-
tiguador de transformacion frio en 1/12 del volumen original. Anadir DM-
SO a una concentracion final de 7% e incubar en hielo por 10 minutos.

Dividir en alicuotas de 200 pL en tubos eppendorf enfriados y congelar
inmediatamente en nitrégeno liquido para su almacenamiento a 80 °C.

Transformacion:

Incubar en hielo por treinta minutos 50 pl. de células competentes junto
con 2 pl de reacciéon de ligacion.

Calentar sibitamente las células a 42 °C por 45 s sin agitar y transferir
inmediatamente de vuelta al hielo.

Agregar 250 pL de medio S.0.C a temperatura ambiente. Agitar horizon-
talmente durante una hora a 225 rpm en un agitador horizontal.

Platear de 10 a 200 L de células transformadas en cajas con medio LB
solido con ampicilina (100 pug/mL) y X-gal.

Incubar las cajas a 37 °C toda la noche.

El plasmido TOPO contiene el gen lacz que vuelve a las colonias de bacterias de
color azul en presencia de X-gal, sin embargo, el sitio de insercién interrumpe
la secuencia de lacz (Figura 4.5) por lo cual se seleccionan las colonias blancas
que son las que contienen un inserto. Se seleccionaron varias colonias de cada
caja y por medio de digestiones con EcoRI se comprob6 la presencia de insertos
del tamano deseado. Algunas de estas colonias se seleccionaron para cultivarse
de nuevo en medio LB con ampicilina, de este cultivo se extrajo el plasmido con
un kit de miniprep (Qiagen) y se mando a secuenciar. Las secuencias de DNA
obtenidas correspondieron con los genes clonados y también nos permitieron ver
la orientacién en que insertaron.
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4.7.6. Sintesis de sondas de RNA marcadas con digoxige-
nina

Las muestras de DNA purificado de cada colonia con el inserto de nanos, se
linearizaron dos veces, una con la enzima HindIII y otra con la enzima Xbal. Se
incubaron durante 7 horas a 37°C en presencia de ribonucle6tidos marcados con
digoxigenina y con las enzimas Sp6 (muestra linearizada con Xbal) o T'7 (mues-
tra linearizada con HindIII) para transcribir las sondas antisentido y sentido,
respectivamente (Ver mapa en Figura 4.5). Las sondas se purifican utilizando el
protocolo de las columnas NucAway Spin de la marca Ambion, se cuantifican y
se almacenan a -20°C.

lacZa ATG

Bs‘t)( 1 EC‘OR 1

BstX1  Notl

Figura 4.5. Mapa de plasmido TOPO. El plasmido TOPO contiene al gen lac
interrumpido por el sitio de insercién del producto de PCR (ampliacion). Los cuadros
azul y rojo marcan los sitios de corte. El color se corresponde con el promotor que se
utilizé para la transcripcion.

4.7.7. Medios de cultivo y buffers

s Medio SOB: 2 % bactotriptona (Becton Dickinson), 0.5 % extracto de leva-
dura (Becton Dickinson), 10 mM NaCl (J. T. Baker), 2.5 mM KC1 (USB),
10 mM MgCly (J. T. Baker), 10 mM MgSOy.

= Amortiguador de transformacion: 10 mM Hepes, 55 mM MnCls, 10 mM
CaCly (Sigma), 250 mM KCL

= Medio LB (Luria-Bertani) A 950 mL de agua desionizada, agregar: 10 g de
triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl (J. T. Baker). Agitar
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hasta disolver. Ajustar el pH a 7.0 con 5 N NaOH. Ajustar el volumen de
la solucion a 1 L con agua desionizada. Esterilizar por autoclaveado.

= Medio SOC: A 950 ml de agua desionizada anadir: 20 g triptona, 5 g
extracto de levadura y 0.5 g de NaCl.
Agitar hasta que se disuelva y anadir 10 mL de una soluciéon 250 mM KCI.
Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 5N. Ajustar el volumen de la soluciéon a 1
L con agua desionizada y autoclavear. Aniadir, cuando se haya enfriado a
menos de 60 °, glucosa a una concentracion final de 20 mM. Justo antes
de usar, agregar 5 mL de una solucion 2 M de MgCls,.

4.8.

Hibridacion in situ en embriones u ovarios

completos

Todas las soluciones utilizadas para este método se preparan con agua tra-
tada con dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma) para inhibir la actividad de ribo-

nucleasas.

Los embriones se fijan en la etapa deseada en paraformaldehido al

4%. Se decorionan y se deshidratan transfiriéndolos a soluciones de PBST con
concentraciones progresivamente mayores de metanol hasta llegar a metanol al
100 %, en estas condiciones pueden almacenarse por varios meses a -20°C.

1. er Dia

Rehidratacion de los embriones. Lavar con 75 %, 50 %, y 25 % metanol
en PBST y hacer 4 lavados con PBST 100 % por 5 minutos.

Para permeabilizar a los embriones se incuban en una solucién de
proteinasa K (10 ug/ ml) por 30 segundos, después de este tiempo se
fijan rapidamente en paraformaldehido al 4 %.

Siguen dos lavados con PBST por 5 minutos cada uno.

Al terminar, los embriones se banan en soluciéon de prehibridacion (
50 % formamida de-ionizada, 5X SSC, 0.1 % Tween 20, 50 mg/mL de
heparina, 500 mg/mL de tRNA, pH ajustado a 6.0 con 460 uL de
acido citrico 1M para 50 mL de solucién) por 2 a 5 horas a 70°C.

La solucién se reemplaza con solucién de hibridaciéon que es soluciéon
de pre-hibridacion mas 30 a 200 ng de sonda de RNA (cuya sintesis
se describe en 4.7), la incubacion con la sonda se hace toda la noche
a 70°C.

2. do Dia

Lavar con solucion de prehibridacion sin heparina ni tRNA reempla-
zandola con SSC 2X progresivamente por medio de lavados con

Solucién de prehibridacion al 75 %, SSC 2X 25 %;
Solucion de prehibridacion y SSC 2X al 50 %;
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3.

Solucion de prehibridacion al 25 %, SSC 2X 75 %; y

100 % SSC 2 X (Solucion stock de SSC 20X: 175.3 g de NaCl (J.T.
Baker) y 88.2 g de sal de acido citrico trisodio en un 1 litro de agua)
por 10 minutos cada uno.

Hacer dos lavados de 30 minutos con SSC 0.2X. Todos estos lavados
se hacen a 70°C.

Posteriormente se reemplaza el SSC por PBST a temperatura am-
biente con lavados 25,50, 70 y 100 % de PBST disuelto en SSC 0.2X.

Se incuba a los embriones por 3 a 4 horas en solucion de bloqueo

Se incuba toda la noche en solucién de bloqueo con anticuerpo anti-
digoxigenina a 4°C.

er Dia

Se retira el anticuerpo anti-digoxigenina con seis lavados de 15 minu-
tos en PBST a temperatura ambiente.

Se lava a los embriones en solucion AP- (100 mM Tris -HCl, pH
9.5, 100mM NaCl (J.T. Baker) y 0.1% Tween 20 (vol/vol)) por 15
minutos a temperatura ambiente

Se prosigue con tres lavados con AP+ (solucion AP-, 50 mM M gCls)
por cinco minutos cada uno . Revelado.

A 10 ml de AP+ se agregan 35 pl de BCIP y 35 ul de NBT), esta es
la solucion de revelado, en ella se sumerge a los embriones protegién-
dolos de la luz y monitoreando el proceso de revelado hasta que se
alcance el grado deseado de coloracion.

En ese momento, se desecha la solucién de revelado y se lava con
solucion Stop (PBST + EDTA 1mM) por 15 minutos 3 veces.

En este momento los embriones pueden ser retratados bajo el mi-
croscopio y en solucién Stop pueden almacenarse a 4°C por varias
semanas.

A la par de la in-situ con la sonda antisentido se sigue un procedi-
miento idéntico con otro grupo de embriones pero usando una sonda
sentido como control negativo [Thisse and Thisse, 2008].

De manera alterna a la tincion con NBT/BCIP, pueden utilizarse
sustratos que se vuelven fluorescentes; nosotros usamos Fuast Red, de
Sigma. Este sustrato, luego de reaccionar con la peroxidasa se vuel-
ve un precipitado insoluble, de color rojo y cuya fluorescencia puede
observarse con el mismo set de filtros utilizado para rodamina. El
procedimiento para la tincién con Fast Red es muy similar al que se
utiliza para tenir con NBT/BCIP. La diferencia estriba tinicamente
en la solucion de tincion: se diluyen las sales Fast-red TR y Naftol-
AS-MX-fosfato en una concentracion de 250 y 500 ug/ml, respecti-
vamente, en amortiguador 100 mM Tris-HCI pH 8.2 + 0.1 % Tween.
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La solucion Stop no necesita EDTA pues la solucion de tincién no
contiene magnesio [Hauptmann, 2001], [Jowett, 2001].

4.9. Hibridaciones in-situ para detecciéon de na-
nos.

Necesitamos validar que la sonda de nanos que sintetizamos funciona de
manera especifica porque esta disenada para reconocer una seccién del mRNA
mensajero distinta a la de trabajos anteriores (ver seccion 4.7). Con ese objetivo
en mente, se realiz6 una hibridaciéon in situ con la sonda para el mRNA de
nanos en embriones completos en la etapa de 4 células como se describié en la
seccion 4.8. Las imégenes se muestran en la Figura 4.6. Ni la sonda antisentido
ni el control negativo muestran tincion de fondo. Ademés, la localizacion de
nanos coincide con lo reportado anteriormente [Koprunner et al., 2001].

Figura 4.6. Hibridaciéon in-situ contra nanos mRNA. Con una sonda de RNA
con la secuencia de nanos a) y ¢) que no se espera que hibride con ningin RNA
endo6geno y por lo tanto no se ve ninguna senal. b) y d) Con una sonda anti sentido a
nanos revela la ubicacién de este mRNA del plasma germinal en los septos de divisién
celular (flechas). a) y b) son vistas laterales, polo vegetal hacia arriba, mientras que
¢) y d) son vistas desde el polo animal. Barra = 1 mm

4.10. Hibridacion in situ en cortes de ovario.

1. er Dia

= Las laminillas con los cortes se sumergen durante tres minutos en
agua tratada con DEPC.



= Lavar tres veces por tres minutos en PBS 1x.

= Permeabilizar el tejido con proteinasa K disuelta en PBST en una
concentracion de 1 pg/mL durante 20 minutos.

= Reemplazar la proteinasa K con paraformaldehido al 4 %, fijando por
20 minutos a temperatura ambiente.

= Lavar el paraformaldehido con PBST tres veces por tres minutos cada
vez.

= Cambiar el paraformaldehido con solucién de hibridaciéon “falsa” du-
rante tres minutos.

= Solucién de hibridacién “falsa” Formamida 50 %, 0.1 % Tween, 25 %
SSC 20X (Solucion stock de SSC 20X: 175.3 g de NaCl (J.T. Baker)
y 88.2 g de sal de acido citrico trisodio en un 1 litro de agua) en H20
DEPC, agregar acido citrico para dar un pH de alrededor de 5.5.

» Demarcar las laminillas, colocarlas horizontalmente sobre una camara
hiimeda, libre de RNasas y agregar 400 pL de solucion de hibridacion
a cada laminilla. Dejar las laminillas de este modo a 55°C por dos
horas.

= Solucion de hibridaciéon: Solucion de hibridacion “falsa” mas 50 pg/mL
de heparina y 500ug/mL de tRNA.

= Incubar toda la noche a 55°C con sonda RNA-DIG sentido o anti-
sentido 0.25 ng por pL de soluciéon de hibridaciéon . Cubrir las lami-
nillas con cubreobjetos libres de RNAsas.

2. do Dia

= Quitar la solucion de hibridacién y los cubreobjetos y lavar con:

e 100 % solucion de hibridacion “falsa”, brevemente a 55°C
e 75% solucion de hibridacion “falsa”/25 % 2x SSC, 5 min a 55 °C
e 50 % solucion de hibridacion “falsa”/50 % 2x SSC, 5 min a 55 °C
e 25% solucion de hibridacion “falsa”/75 % 2x SSC, 5 min a 55 °C
e 2x SSC, 10 min a 55 °C
e 0.2x SSC, dos veces 15 minutos cada una, a temperatura am-
biente
e 75% 0.2xSSC/25 % PBST, 3 min a temperatura ambiente
e 50% 0.2xSSC/50 % PBST, 3 min a temperatura ambiente
e 25% 0.2xSSC/75 % PBST, 3 min a temperatura ambiente
e PBST, 5 min a temperatura ambiente
= Delinear las laminillas con plumoén hidrofébico, colocarlas en la ca-

mara himeda y bloquear con 400 pL de solucién de bloqueo por dos
o tres horas a temperatura ambiente.

= Solucion de bloqueo: 5% suero de oveja, 2 mg / mL BSA en PBST.
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= Reemplazar la solucién de bloqueo con anticuerpo anti-DIG 1:5000
en solucion de bloqueo (130 pL). Incubar toda la noche a 4°C.

3. er Dia

= Lavar en PBST seis veces por 10 minutos cada una.

= Lavar con solucion AP, dos veces 5 minutos cada una a temperatura
ambiente

= Incubar laminillas en solucién de tincion (NBT/BCIP en solucion
AP) a temperatura ambiente y a oscuras.

= Monitorear bajo el microscopio luego de treinta minutos y después a
intervalos crecientes, el progreso de la tincién.

= Parar la tincién reemplazando la solucién de tincién con PBS pH 5.5,
lavar con PBS 2-3 veces a temperatura ambiente por 10-30 minutos
cada vez.

s Fijar con paraformaldehido al 4 % por 1 hora, a oscuras.
= Montar para observar en el microscopio.

4.11. Inyeccién de toxina C3

= Se crean jeringas de vidrio en un puller horizontal a partir de capilares de
vidrio de 10 micras de didmetro.

= Se inyecta una droga inhibidora de RhoA, la exoenzima C3 (Biomol /Enzo)
producida por la bacteria Clostridium botulinum. Las drogas inyectadas se
disuelven en amortiguador de inyeccion (NaCl (J.T. Baker) 68,5 mM, KCl
(USB) 1.35mM, NayHPO, (J.T. Baker) 5mM y KH;PO, (J.T. Baker)
1mM. Diluimos 50 mg de la toxina en 400 pL para tener un Stock en
concentracion 1 pM. Para la inyeccién, se colectan los embriones en la
etapa de una célula.

= Se acomodan en los surcos hechos en una caja con agarosa. Las jeringas
tienen que romperse contra una superficie. Para calcular el volumen apro-
ximado de inyeccion, se introduce la aguja en aceite mineral, se inyecta y
se mide el didmetro de la burbuja formada.

= Los embriones se inyectan con cuidado, perforando el vitelo, no los blas-
tomeros.

= Se inyectaron burbujas de 100 a 150 pm de diametro. La diluciéon de la
solucién inyectada estd dada por el cociente entre el volumen del embrién
(al que tomamos como una esfera de radio = 700 pm) y el volumen de la
burbuja inyectada (a la que igualmente se toma por esférica). El volumen
de una esfera estd dado por V = amr® G ge inyecta una burbuja de
150 pm de diametro en un embrién de 700 p de didmetro, la solucién se
diluira 3755033 ~ 101 veces. Es decir, si inyectamos el stock de droga 1 puM,
la concentracion intracelular serd de ~ 10 nM.
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4.12. Analisis estadistico

Las pruebas estadisticas se llevaron a cabo utilizando el software R [R Development Core Team, 2011].

Las pruebas utilizadas fueron las de Kruskall-Wallis de suma de rangos y la prue-
ba de Wilcoxon; ambas son pruebas no paramétricas que no requieren que las
muestras sigan una distribucién normal. La prueba de Kruskal-Wallis es equi-
valente a una ANOVA y se lleva a cabo con varios grupos al mismo tiempo. El
valor p es la probabilidad de que todos los grupos analizados tengan la misma
media, por lo tanto, un valor p bajo senala que al menos alguno de los gru-
pos tiene una media distinta a los demas. La prueba de Wilcoxon compara las
medias de dos poblaciones y da una probabilidad de que las dos medias sean
iguales.
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5

Resultados

5.1. Localizacién de RhoA durante la ovogénesis
y colocalizacién con el plasma germinal

Para establecer si RhoA y el plasma germinal colocalizan durante la ovo-
génesis empezamos mirando la localizacion de RhoA en cortes de ovocito por
inmunofluorescencia (Metodologia 4.2). El patrén de expresion de RhoA espe-
rado para estos experimentos es un gradiente de concentracién con una mayor
presencia de la proteina en el polo vegetal, que es donde migra el plasma germinal
durante la ovogénesis. En algunos cortes se presenta un gradiente muy clara-
mente (Figura 5.1d), en otros se insintia, pero en muchos ovocitos la expresion
de RhoA no parece estar polarizada. Puesto que tomamos el ovario completo,
los cortes muestran ovocitos en varias etapas de la ovogénesis y en orientaciones
diversas. No podemos descartar que no ver el gradiente en todos los ovocitos
se deba a su orientaciéon variable respecto al plano de corte y la dificultad para
detectar un gradiente tridimensional en cortes esencialmente bidimensionales.

Se ha reportado que la tincién con faloidina fluorescente puede revelar la
localizacion de la nube mitocondrial o cuerpo de Balbiani en ovocitos de pez
cebra en la etapa I [Marlow and Mullins, 2008]. Una co-tincién de la actina y
RhoA en cortes muestra que RhoA se localiza en la nube mitocondrial (Figura
5.2). No encontramos ejemplos de ovocitos en los que pudiera verse la nube
mitocondrial marcada con actina sin la presencia de RhoA en el mismo lugar,
lo cual es una fuerte evidencia de que RhoA colocaliza con la nube mitocondrial
y por tanto, con los RNA’s asociados al plasma germinal desde las etapas més
tempranas de la ovogénesis.

La tincién con faloidina sélo permite marcar al plasma germinal en esta pri-
mera etapa de la ovogénesis pero la dinamica de los mRNAs del plasma germinal
es més amplia. Para comparar la localizacion de estos mRNAs con la localiza-
cion de la proteina RhoA nos vimos obligados a cambiar de inmunofluorescencia
a inmunohistoquimica pues la hibridacion in-situ fluorescente es una técnica que
no hemos podido estandarizar atun.
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Figura 5.1. La expresion de RhoA en ovocitos sugiere un gradiente. a)
Corte de ovario que muestra ovocitos en diferentes etapas de maduraciéon. b) Imagen
en fluorescencia del mismo corte. ¢) La misma imagen con los pixeles codificados segin
su intensidad: los pixeles de mayor intensidad en colores célidos y los pixeles menos
intensos en azules. La etapa de desarrollo de los ovocitos estd marcada con ntmeros
arabigos por claridad. d) Imagen de los mismos ovocitos en etapas I y II tomada
a mayor aumento, con colores falsos para mostrar mas claramente el gradiente de
intensidad de fluorescencia. Barras: 100 pm.

Hicimos cortes seriados de un ovario para hacer la comparacion entre el
plasma germinal y RhoA, por medio de una hibridacién in situ e inmunohisto-
quimica en cortes sucesivos, los resultados se muestran en la Figura 5.3. Estos
resultados apoyan la conclusion obtenida en los experimentos con fluorescencia
y los amplian para sugerir que el gradiente de RhoA que habiamos observado
con anticuerpos fluorescentes coincide, en efecto, con la expresion de nanos, un
mRNA importante del plasma germinal (Ver Figura 5.3 C y D). En los ovocitos
de las etapas III en adelante, RhoA se localiza en la corteza. En algunos de estos
ovocitos, la localizaciéon a la corteza se da de manera asimétrica, es decir, en un
lado de la corteza la tincion es visiblemente mas intensa que en el lado opuesto.
La faloidina no sirve como marcador del plasma germinal en estas etapas, loca-
lizandose de manera homogénea por toda la corteza. A partir de la etapa III,
nanos mRNA es dificil de detectar.
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Figura 5.2. Colocalizacién del plasma germinal y RhoA en ovocitos. a) Corte
donde se observan dos ovocitos en etapa I. b) Imunofluorescencia contra RhoA. c)
Tincion de filamentos de actina utilizando faloidina fluorescente. d) Sobrelape de b)
y ¢) donde se han resaltado en blanco los pixeles co-localizados que tienen una mayor
intensidad en ambas imagenes. Barra: 100 pm
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Figura 5.3. Colocalizaciéon de nanos y RhoA en cortes seriados de ovocitos.
A) y C) Localizacion de nanos mRNA. B) y D) Localizacion de RhoA. El ovocito
marcado con ** en A) y B) muestra zonas de mayor intensidad de tincién en ambas
figuras, revelando un punto, probablemente la nube mitocondrial, donde nanos y RhoA
coinciden. El ovocito marcado con * no muestra colocalizacién porque probablemente
el corte en B) ya no corresponde al citoplasma del ovocito como sugiere que no pueda
verse el nicleo. El ovocito en el centro de C) y D) muestra mayor intensidad del
lado derecho que del izquierdo para ambos marcadores sugiriendo que coinciden en un
gradiente.
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5.2. Localizaciéon de RhoA en embriones de 1, 2
y 4 células

Hicimos inmunotinciones contra RhoA en embriones completos de 1, 2 y 4
células (Metodologia 4.4). En los embriones de 1 célula la proteina RhoA se
encuentra dispersa por todo el blastomero. En la etapa de 2 células, la proteina
se localiza preferencialmente en el primer septo de division celular. En la etapa
de 4 células, RhoA se localiza en los dos septos, pero en el septo mas corto
(presuntamente el primero en formarse), la banda de expresion de RhoA es mas
ancha y més intensa que en el septo més largo (Ver Figura 5.4). La diferencia en
la localizacion de RhoA en los dos septos es consistente con un papel putativo
en la activaciéon de la miosina II, que sbélo aparece en un septo de divisiéon celular
de manera tardfa, cuando ya comienza a darse la siguiente ronda de citocinesis
[Urven et al., 2006].

Figura 5.4. Patrén de localizacién de RhoA en 1 célula (a), 2 células (b)
y 4 células (c). Se observa la localizacion homogénea luego de la fecundacion y su
posterior enriquecimiento en los septos de divisiéon celular. Notese que en c), la banda
de RhoA es mas ancha e intensa en el septo méas corto (Septo horizontal). Control
negativo (d). Las imégenes son proyecciones de maxima intensidad de varios cortes en
el confocal. Barra: 200 pm
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5.3. Inyecciones de C3, inhibidor de RhoA, en
embriones

Para conocer el efecto de RhoA sobre el transporte de los mRNAs del plas-
ma germinal se inhibi6 la actividad de esta proteina inyectando la toxina C3
(Metodologia 4.11). C3 es una toxina producida por la bacteria Clostridium
botulinum; tiene actividad de ADP ribosil transferasa y ejerce su accion selec-
tivamente sobre las Rho-GTPasas Rho: tiene una afinidad muy baja por otras
Rho-GTPasas y para efectos practicos no las afecta. La enzima inactiva a Rho
ribosilandola en el residuo 41 de asparagina.

Para la inhibicién de RhoA en embriones hemos utilizado como referencia un
articulo donde se comprueba que la inyeccion con esta toxina produce defectos
en la epibolia (migracion celular) y la citocinesis [Lai et al., 2005]; ambos son
procesos en los que la activacion de la miosina II es indispensable. En este
trabajo, los investigadores inyectaron la toxina C3 en grupos de embriones de
una célula y monitorearon la mortalidad en diferentes momentos del desarrollo.
Ellos no ven una mortalidad significativa hasta las 24 horas post fertilizacion
(hpf) con concentraciones de 120 pM y 1.2 nM de toxina.

Nosotros inyectamos concentraciones crecientes de la toxina comenzando con
100 pM y seguimos hasta concentraciones de 3 a 10 nM. Fue hasta estas concen-
traciones cuando una fraccién de los embriones inyectados presenté deformacio-
nes en distintas etapas del desarrollo, sobre todo durante la epibolia (a partir de
las 4 hpf) pero también a las 24 hpf (Figura 5.5). Estos embriones se contaron
y se hizo evidente que el tratamiento con una concentracion de toxina mayor a
3 nM aumenta el namero de embriones con defectos (Figura 5.6).

Inyectamos la droga C3, en concentraciones de 3 a 10 nM en embriones en 8
experimentos independientes; como control utilizamos un grupo de embriones sin
inyectar para todos los experimentos asi como un grupo de embriones inyectados
con amortiguador de inyeccion en los primeros 5 experimentos o amortiguador
de inyecciéon con BSA con una concentracion molar equivalente a las inyecciones
con enzima C3. Los resultados de sobrevivencia y nimero de embriones deformes
en cada periodo de tiempo se muestran en la Figura 5.7. Las graficas de barras
muestran los resultados de todos los experimentos (Figura 5.7A), los primeros
experimentos con sélo amortiguador como control de inyeccion (Figura 5.7B)
y los experimentos en los que inyectamos BSA como control (Figura 5.7C).
Asimismo muestran los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis, donde un
valor p bajo senala que los embriones de alguno de los grupos estdn muriendo
maés, en promedio.

En la Figura 5.7 se puede ver que la significancia estadistica de las diferencias
entre el namero de muertos es baja cuando se toman en cuenta por separado
los experimentos con amortiguador o BSA, pero cuando se toman en cuenta
todos los experimentos el nivel de significancia es mayor. Esta diferencia puede
deberse principalmente al nimero de experimentos, pero independientemente
de esto vemos que la droga inyectada a estas concentraciones si tiene un efecto
en el desarrollo y la supervivencia de los embriones y presumiblemente esta
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Figura 5.5. Defectos en la embriogénesis con inyecciones de C3 a IC 3.3 nM.
Embriones normales de 24 horas post-fertilizacion (A) o en la etapa de anillo germinal
(C) cuando la epibolia esta un 50 % de completa. (B y D)Embriones inyectados con to-
xina que mostraron defectos en su desarrollo. (A y C tomados de [Kimmel et al., 1995])

inhibiendo a RhoA.

La siguiente pregunta es si la inhibicién es lo suficientemente rapida para
interferir con la migracion del plasma germinal en la etapa de 4 células, aproxi-
madamente de 1 a 1 1/2 horas después de la inyeccion.

Durante los experimentos de inyeccién, cada una de las poblaciones de em-
briones: no inyectados, inyectados con amortiguador e inyectados con C3, se
dividi6é en dos. La primera poblacién se incub6 a 28 °C para supervisar su desa-
rrollo y arrojo los resultados arriba mencionados. La segunda poblacion se fijo en
la etapa de cuatro células y se utiliz6 para hacer hibridaciénes in situ contra un
mRNA caracteristico del plasma germinal: nanos, con el objetivo de comparar
su distribucién en embriones control con la de embriones inyectados.

La distribucién de manos en una poblacién de embriones tiene variaciones
entre uno y otro por diferencias individuales en el avance de la citocinesis en el
momento en que fueron fijados. Es decir, que el patréon de localizacion mostrado
en la Figura 4.6 es la regla pero también hay embriones en los cuales nanos se
encuentra en uno de los septos localizado en una franja mas alargada, proba-
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Figura 5.6. Mortalidad en embriones inyectados con C3. Porcentaje de em-
briones normales, deformes (incluyendo no fertilizados) o muertos en relacion al total
de embriones en el tiempo descrito (los embriones muertos se retiran, por lo que en
cada periodo de tiempo el nimero de embriones se reduce), los embriones fueron in-
yectados con nada, amortiguador de inyecciéon o 1 uM de la enzima C3 disuelta en
amortiguador de inyeccion (concentracion intra celular resultante: 3.3 nm).
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blemente porque fueron fijados antes de que pudiera completarse la constricciéon
hacia la region distal (Figura 5.8A).

También encontramos distribuciones anormales o aberrantes en todas las po-
blaciones de embriones, por ejemplo, puntos de tincion a la mitad del blastodisco
(Figura 5.9G).

Los embriones se clasificaron en normales o anormales de acuerdo a su dis-
tribucién de nanos para cuantificar la proporciéon de embriones que pertenecian
a cada grupo en cada experimento. Se clasificaron como normales los embriones
cuya localizacion de nanos era puntual en el limite distal del septo (Figura 5.9A)
o tenfan una franja continua en el mismo (Figura 5.9C). Se clasificaron como
anormales los embriones con puntos de tincién a la mitad del blastodisco como
el mostrado en la Figura 5.9G. Otros ejemplos de embriones clasificados como
anormales son los que presentaban franjas alargadas a lo largo del septo pero se
encontraban punteadas o interrumpidas (Figura 5.9F y Figura 5.9B).

Un patréon de localizacion interesante que s6lo observamos en embriones
inyectados con droga fue el mostrado en la figura 5.8D. Esta clase de embriones
presentaba un vitelo anormalmente tenido, sobre todo en la parte baja y en la
mayoria de los casos los blastémeros se encontraban libres de tincién, lo que
nos sugirioé que en estos embriones la tranlocacion de nanos mRNA del vitelo al
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blastodisco, que ocurre durante la fertilizacion, se ve afectada por la inhibicién
de RhoA.

La gréfica en la figura 5.10 muestra las medias y las desviaciones estandar de
las categorias normales o anormales de cuatro hibridaciones in situ independien-
tes para embriones no inyectados, o seis hibridaciones para embriones inyectados
con amortiguador o C3. La prueba de suma de rangos de Kruskal-Wallis arrojo
un valor p de 0.01831. Indicando una buena probabilidad de diferencia entre
las medias y dando pie a hacer comparaciones pareadas, para lo cual utilizamos
la estadistica de la suma de rangos de Wilcoxon. Se muestra que existe una
diferencia significativa entre ambos grupos control cuando se les compara con
los grupos inyectados con toxina.
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Figura 5.7. Porcentaje de embriones con desarrollo normal o anémalo en
los experimentos de inyeccién. A) Datos de los 8 experimentos. (B) Experimen-
tos donde se inyecté como control amortiguador de inyeccién o C) amortiguador de
inyeccién con BSA (C). La altura de las barras inferiores representa el promedio de
embriones deformes mientras que la de la barra superior representa el promedio de
embriones normales. La suma de ambas alturas es el porcentaje de embriones vivos en
un tiempo dado. Las barras de error representan la desviaciéon estandar del ntiimero
total de embriones vivos (suma de embriones normales y deformes). * valor p<0.05,
* valor p <0.01, prueba de Kruskal-Wallis de suma de rangos.
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Figura 5.8. Localizacion de nanos en embriones control e inyectados con
C3. Comparaciéon de ovocitos en etapa de cuatro células, vistos desde el polo animal y
tefiidos contra nanos. Los embriones en la fila superior fueron inyectados tinicamente
con amortiguador mientras que los embriones en el panel inferior fueron inyectados
con la toxina C3. En la columna izquierda, ambos embriones presentan un septo de
division celular no completamente constrenido, con franjas en lugar de puntos (cabezas
de flechas). Sin embargo las franjas en el embrién inyectado (cabezas de flecha ver-
des) son continuas, mientras que las franjas en el embrién inyectado con C3 (cabezas
de flecha rojas) son irregulares y punteadas. En la columna de enmedio, el embrion
superior, inyectado con amortiguador, presenta una tincién normal, mientras que en
el embrion inferior, inyectado con C3, hay puntos de tincion fuera del blastémero, en
el vitelo (cabezas de flecha blancas). Ultima columna, embriones en la misma etapa
desde una perspectiva lateral, con el polo animal hacia arriba. El embrién en el panel
superior fue inyectado con amortiguador y el embrién en el panel inferior con toxina
C3. El embrion superior presenta un vitelo sin coloracion, a diferencia del vitelo del
embrién inferior. Encontramos embriones parecidos a éste ultimo en varias inyeccio-
nes independientes y nunca los encontramos en los embriones control. Los embriones
de cada columna corresponden a una misma cruza y aproximadamente las mismas
condiciones de inyeccion.
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Figura 5.9. Clasificacion de embriones en normales o anormales basado en
la distribucién de nanos. La fila superior (A-C) ilustra la clase de patrones de
localizacién de nanos (representada en azul) que clasificamos como normales. A: Un
embrién con los cuatro agregados de plasma germinal. B: Embriones con tincién igual
que A, pero que adicionalmente presentaban granulos entre los blastémeros y el vitelo.
C. Embriones con la tincion igual que A, excepto por un alargamiento de las franjas de
plasma germinal en uno de los septos de division celular. Franja inferior (D-G) Ilustra
los patrones de localizaciéon de manos clasificados como anormales. La caracteristica
sobresaliente esté sefialada con una flecha. D: tincién en el polo vegetal. E: tincion
cercana a los blastémeros pero fuera de ellos. F: Franjas alargadas y discontinuas o
fragmentadas. G: Tincién en el centro del blastodisco.
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Figura 5.10. Cuantificacion de embriones con distribuciones normales o
anormales del mRNA de nanos. La pruba de Kruskal-Wallis a los tres grupos
da un valor p de 0.01831 indicando que es probable una diferencia entre las medias.
": valor p >.05, * :valor p <.05. Prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney. Buffer vs no
inyectados: valor p = 0.7484. No inyectados vs C3: valor p = 0.01905. Buffer vs C3:
valor p = 0.02002

43



§)
Discusion

6.1. Resumen

La localizacién correcta del plasma germinal es necesaria para la determina-
cion de la linea germinal en el pez cebra y otros organismos. El plasma germinal
es un tema de gran interés que comprende cuestiones evolutivas y reproduc-
tivas, asf como, a nivel celular, cuestiones sobre determinacién, potencialidad,
localizacion de transcritos e interacciones de éstos con el citoesqueleto.

En este trabajo nos propusimos ver la relacién entre el patréon de locali-
zacion y la actividad de RhoA y la localizacion del plasma germinal durante
la ovogénesis y hasta la segunda divisiéon celular. Para ello nos valimos de la
técnica de hibridacion in situ para detectar el mRNA de nanos, utilizando-
lo como un marcador del plasma germinal, como ya habia sido reportado por
otros [Kosaka et al., 2007] [Koprunner et al., 2001]. En breve, nanos mRNA se
localiza en la nube mitocondrial en la ovogénesis temprana, migra formando un
gradiente hacia la corteza del polo vegetal en la ovogénesis tardia, desde donde
se traslada al polo animal del embrion luego de la fertilizacion; una vez ahi,
nanos mRNA se concentra en la region distal de los septos de divisiéon celular.

Utilizando inmunofluorescencia e inmunohistoquimica reprodujimos el pa-
tron de localizacion de la proteina RhoA durante las primeras divisiones celula-
res (Salas-Vidal, comunicacién personal), ademés de describir por primera vez
su patron de localizacién durante la ovogénesis: RhoA también se localiza en
la nube mitocondrial en la ovogénesis temprana, forma un gradiente hacia la
corteza del ovocito y durante las primeras divisiones se encuentra en el septo de
division celular. Asi, RhoA recapitula a grandes rasgos la localizacion dinamica
del plasma germinal durante las etapas estudiadas.

Por otro lado, la inyeccion de un inhibidor de la actividad de RhoA provoco
defectos en la localizacion del plasma germinal luego de la fertilizacion y hasta
la etapa de cuatro células.
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6.2. RhoA y el plasma germinal en la ovogénesis

Tenemos una buena evidencia de que RhoA se localiza en la nube mitocon-
drial al principio de la ovogénesis. Es un resultado sugerente de una posible
funcién de RhoA en la agregacion o la migracion de la nube mitocondrial. La
evidencia viene de dos experimentos independientes: en el primero revelamos
la localizacion de RhoA en secciones histolégicas por inmunofluorescencia y vi-
mos que coincidia con la nube mitocondrial tenida con faloidina fluorescente.
En el segundo experimento tenimos el plasma germinal haciendo una hibrida-
cion in situ contra el mRNA de nanos, en un corte, y vimos que coincidia con
RhoA, a quien detectamos inmunohistoquimicamente con diaminobenzidina en
el corte inmediatamente siguiente. Nunca observamos un ovocito con la nube
mitocondrial tenida con faloidina en donde RhoA no coincidiera con ésta, pues
la deteccién fluorescente permite observar ambas estructuras simultaneamente,
i.e., en el mismo corte. Utilizando las técnicas histoquimicas también observa-
mos colocalizacion entre RhoA y nanos mRNA pero, dado que en este caso
detectamos cada molécula en cortes contiguos, hubo ocasiones en que la nube
mitocondrial aparecia en un ovocito, en un corte, sin que RhoA estuviera loca-
lizada en el mismo ovocito en el corte siguiente. Esto se explica comparando el
tamano promedio de 50 ym de la nube mitocondrial y el grosor de 15 pym de los
cortes, de modo que la nube mitocondrial puede estar contenida en un méaximo
de tres cortes. Si, por azar, el corte donde vemos a nanos mRNA es el tercero, el
siguiente corte no podremos observar a la nube mitocondrial (ver Figura 6.1).

En ovocitos de la etapa II , RhoA se localiza en el citoplasma y en algunos
de estos casos pudimos detectar un gradiente de concentraciéon. Desafortunada-
mente, en estas etapas no es posible detectar al plasma germinal tinendo con
faloidina. A pesar de ello, las tinciones en cortes contiguos utilizando diamino-
benzidina indican que el gradiente de concentracion de RhoA coincide con el
gradiente de nanos mRNA, en algunos ovocitos. De la etapa III de la ovogénesis
en adelante, donde RhoA se localiza en la corteza, se puede decir poco por que
ni la actina ni nanos mRNA sirven para marcar al plasma germinal en estas
etapas.

En resumen, tenemos a grandes rasgos, tres eventos:

1. Localizacion en la nube mitocondrial de los mRNAs del plasma germinal,
representados por nanos. En este evento, durante la etapa I de la ovogéne-
sis, es donde contamos con evidencia mas contundente de la colocalizacién
de RhoA con el plasma germinal. Pues tanto la tincién con faloidina como
la in situ contra manos coinciden con la tinciéon de RhoA.

2. Migracién del plasma germinal hacia la corteza, identificada con un gra-
diente de nanos mRNA en el citoplasma. En este punto s6lo contamos
con evidencia proveniente de inmunohistoquimica en cortes seriados. Sin
embargo, el hecho de que RhoA se encuentre en la nube mitocondrial hace
difil pensar que el gradiente tome la direccién contraria.

3. Anclaje de RhoA a la corteza. En este evento no tenemos evidencia de que
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Ovocito Nube mitocondrial
_ ﬁ"_ 50 micras

Corte
histolégico
15 micras

Tincion:
nanos (corte n)
RhoA (corte n+1)

2 2 3 3 4
Si Si No
Figura 6.1. Cortes histolégicos adyacentes y colocalizacién en la nube mi-
tocondrial. Colocalizacién entre nanos mRNA, revelado con NBT/BCIP, que da un
color azul, y RhoA, revelada con diaminobenzidina, que da un color café. Se mues-
tran distintas combinaciones de cortes y tinciones que ilustran la causa de que pueda

detectarse la colocalizacion en la nube mitocondrial por esta estrategia, pero que en
ciertas en ocasiones no coincida.

Numero
de corte: 1

Colocalizacion:

RhoA colocalice con el plasma germinal. Los mRNAs del plasma germinal
tienen diferentes regiones de anclaje a la corteza: dazl, por ejemplo, se
ubica muy definidamente en el polo vegetal, mientras que vasa no tiene
una localizacion polarizada sino que se localiza a lo largo de toda la corteza.

Seria interesante utilizar lineas transgénicas con RhoA fusionada a proteinas
fluorescentes. La fusion tendria que ser en el extremo N-terminal de RhoA para
que no interfiera con su prenilacién y por ende con la localizacién normal de
la proteina. La ventaja seria que podriamos seguir la localizacién de RhoA in
vivo y en el ovocito completo, lo cual retirarfa las incertidumbres inherentes a
la deteccion en cortes. Otra extension a futuro interesante en este punto es el
uso de nuevos anticuerpos capaces de reconocer a RhoA unida a GTP (NewEast
Biosciences), es decir, a la conformaciona activa. Esto permitiria ver si coincide
la actividad de RhoA con el plasma germinal.

En contraste con los mRNA’s, son escasas las proteinas que se sabe que lo-
calizan en la nube mitocondrial de pez cebra. De ellas, sélo la localizacion de
una se descubrid en el pez cebra antes que en algin otro organismo: Bucky-
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ball [Bontems et al., 2009]. Por ello, nuestros resultados son muy interesantes,
pues encontramos una proteina localizada en la nube mitocondrial sin que hasta
ahora haya evidencia de que participa en la determinacién de la linea germinal.
Auin no tenemos evidencia de que la presencia de RhoA en la nube mitocondrial
sea necesaria para su agregacion o para la especificacion de las células germinales
ni sabemos qué proporcion de la poblacion de RhoA esta activa. Sin embargo,
el conocido papel de los miembros de la familia Rho como remodeladores del
citoesqueleto, aunado a la evidencia que liga a microfilamentos y microtibulos
con el plasma germinal durante la ovogénesis de pez cebra [Gupta et al., 2010],
la rana [Gard, 1999] y la mosca de la fruta [Micklem, 1995], nos permite espe-
cular que RhoA tiene una funcién en la morfologia y la migracion del plasma
germinal y la nube mitocondrial.

En pez cebra, los filamentos de actina estan enriquecidos en la nube mito-
condrial [Marlow and Mullins, 2008]. Hasta ahora no ha aparecido un trabajo
que muestre que la actividad de la miosina tiene un papel en esta etapa. Pro-
bablemente, los filamentos de actina ayudan a la agregacion y soporte de la
estructura estaticamente.

Cabe preguntarse ;Puede RhoA influir sobre la polimerizacion de actina den-
tro de la nube mitocondrial? o, por el contrario ;Es la concentracion de RhoA
en la nube mitocondrial dependiente de la red filamentosa de actina? Sin ex-
cluir una combinacién de ambas posibilidades, el reporte de Liao et al. nos hace
inclinarnos por la primera [Liao et al., 2011]. En sus experimentos en células
humanas, Liao et al. muestran que para la localizacién del mRNA de Dia, un
efector de RhoA, al reticulo endoplasmico, es necesaria la presencia de RhoA
activada. Proponen que la localizaciéon del mRNA se da por la interaccion entre
RhoA activa y el dominio de Dia con el que normalmente interactta, prematu-
ramente traducido, que actuaria como péptido senal. Con la nube mitocondrial
también se asocia el reticulo endoplasmico [Kloc et al., 2004]. Seria interesante
buscar la localizacion del mensajero o la proteina Dia en la nube mitocondrial
del pez cebra porque a través de Dia, RhoA puede guiar la polimerizacion de
filamentos de actina lineales [Young and Copeland, 2010]. Otro articulo intere-
sante a este respecto es el de Minin et al. [Minin et al., 2006] quienes muestran
que el dio RhoA - Dia promueve el anclaje de las mitocondrias a los filamentos
de actina, al menos en células de mamifero y de la mosca.

En contra de estas especulaciones esté el hecho de que inhibir la formacion de
filamentos de actina con citocalasina B en el ovocito de rana no afecta la asocia-
cion de los mRNAs del plasma germinal con la nube mitocondrial. Asimismo, en
ovocitos de pez cebra mutantes en el gen microtubule actin crosslinking factor,
se forma una nube mitocondrial y vasa y dazl, mRNAs del plasma germinal, son
reclutados a ella, pero no migran hacia la corteza y terminan difuminandose por
el citoplasma [Gupta et al., 2010], indicaAndonos que la coordinacion entre mi-
crotibulos y actina no es requerida para la formacién de la nube mitocondrial ni
el reclutamiento de los mRNAs del plasma germinal pero probablemente si lo es
para la migracion hacia el polo vegetal. Un poco més adelante en la ovogénesis,
el tratamiento con citocalacina si afecta el anclaje de la nube mitocondrial y los
mRNAs del plasma germinal a la corteza del ovocito [Kloc and Etkin, 1995].
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Este anclaje es dependiente de la polimerizaciéon de actina; RhoA, que en esas
etapas también se localiza en la corteza, pudiera ser importante para permitir-
lo. También cabe la posibilidad de que RhoA no tenga una funcion activa en la
nube mitocondrial y que sélo la aproveche como medio de transporte.

En el ovocito de la mosca también son esenciales los filamentos de actina
corticales para el anclaje del plasma germinal. Es muy interesante que recien-
temente se descubri6 que Rhol, que es el homoélogo de RhoA en la mosca, se
localiza en el polo posterior de los ovocitos, en el mismo lugar donde se ancla el
plasma germinal de este organismo [Tanaka et al., 2011].

6.3. RhoA y el plasma germinal luego de la fer-
tilizacién

En embriones tempranos de rana y erizo, una estrecha zona de RhoA ac-
tiva marca en la corteza el lugar de formacion del septo de division celular
[Bement et al., 2005]. RhoA también se localiza en el septo de division en una
variedad de organismos y su inactivacion o eliminacién evita la formacion del
septo. Los efectores principales de RhoA involucrados en la citocinesis son: Dia y
otras forminas, la cinasa dependiente de Rho (ROCK) y la Citron cinasa (CitK).
En breve, las forminas promueven la polimerizacién de actina necesaria para la
formacion del anillo contractil. ROCK regula la miosina, que genera la fuerza
necesaria para la ingresion del anillo contractil [Piekny et al., 2005]. Finalmen-
te, RhoA también activa a CytK, que es necesaria para completar la citocinesis
en algunas células, pero su efecto sobre el citoesqueleto y mecanismo de accién
durante la citocinesis siguen en disputa [Bassi et al., 2011].

Inhibimos la actividad de RhoA con la toxina C3 en embriones recién fer-
tilizados. Otros habian reportado con anterioridad que la inyeccion de C3 pro-
vocaba defectos en el desarrollo y mortalidad de manera dependiente de la do-
sis [Lai et al., 2005]. Inyectamos concentraciones crecientes de C3 hasta que
observamos defectos en el desarrollo y muerte en un ntmero significativo de
embriones. De este modo, utilizamos el porcentaje de embriones afectados como
un estimador indirecto de la efectividad de la inhibicién de RhoA. Una manera
en que se vio afectada la migracion del plasma germinal fue que el mRNA de
nanos se localizo en el vitelo de algunos embriones (ver Figura 5.9D). Nuestra
primera impresion al ver esto fue que RhoA es necesaria para la migracion de
nanos mRNA desde el vitelo hacia el polo animal. Sin embargo, esta migracion
ocurre antes de o justo en el momento de la fertilizacion [Theusch et al., 2006]
y [Howley and Ho, 2000], por lo que es imposible inyectar la toxina antes de
que ya haya migrado una parte del mRNA. ;De donde viene entonces la tincion
en el vitelo? En un trabajo del grupo del Dr. Robert K. Ho se mostré que el
mRNA de vasa, otro integrante del plasma germinal, se trasloca rapidamente al
polo animal en 6vulos activados pero hay una fraccion rezagada que puede verse
como lineas de tincion en la corteza y por el interior del vitelo, y que parecen
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fluir hacia el polo animal [Howley and Ho, 2000]. Probablemente, una poblacion
de nanos, que se comporta de un modo similar, es la que observamos retenida
en el vitelo cuando RhoA es inhibida.

El tratamiento de los embriones con inhibidores de miosina afecta la migra-
cion del plasma germinal una vez dentro del septo pero no afecta su localizacion
al mismo [Urven et al., 2006]. Por lo tanto, quizas podemos descartar la accion
de la miosina en este primer efecto. Resta analizar si se esté interfiriendo con la
estabilidad de los microtibulos o con la polimerizaciéon de actina.

El otro fenotipo interesante fue la disfunciéon que sufrié la migracion del plas-
ma germinal dentro del septo de division celular sin que a simple vista pudiéra-
mos detectar defectos en la fisiologia del mismo. El plasma germinal, en lugar de
formar una banda dentro del septo que luego se contrae hacia la region distal,
formo una serie de puntos o lineas cortas y discontinuas. Se han visto defectos en
la migracién del plasma germinal dentro del septo cuando se inhibe la actividad
de la miosina [Urven et al., 2006]. La activacion de RhoA, a través de ROCK
sobre la fosforilacion de la miosina esta bien documentada [Piekny et al., 2005];
asi que es natural pensar que esta es la via principal que esta siendo interferida
al inhibir RhoA. Sin embargo, existe otra mutante, nebel que provoca defectos
en la migracion del plasma germinal dentro del septo de division; estos efectos
se pueden imitar con el tratamiento con farmacos inhibidores del ensamblaje de
microttbulos, como el nocodazol [Pelegri et al., 1999]. La migracion del plasma
germinal depende de la correcta formacion del anillo contractil de actina, de su
contracciéon por medio de la miosina y de la formacion del arreglo de microtu-
bulos del septo. RhoA tiene la capacidad, en teoria, de influir sobre estos tres
procesos durante la citocinesis y no podemos descartar que el efecto observado
se deba a la pérdida de cualquiera de ellos.

Como hemos mencionado, la accion de RhoA en la citocinesis se da a través
de tres efectores. ;Cual efector contribuye en mayor medida a la migraciéon del
plasma germinal? Se requerird en un futuro inhibir por separado a cada uno
de los efectores y comparar los efectos resultantes en la migracién del plasma
germinal (Figura 6.2).
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Ovogénesis

Etapa | Etapa Il Etapa Ill
Nube Gradiente Corteza del ovocito
mitocondrial vegetal-animal
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de RhoAen la
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plasma
germinal.
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actina y filamentos de actina coordinacion con microtibulos.
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Figura 6.2. Durante la ovogénesis, probablemente sea méas importante la accion de
Dia coordinando la polimerizacién de actina con los microttibulos, para crear sitios
de anclaje para el plasma germinal. En la etapa de migracién dentro de los septos de
migracién celular se vuelve més relevante la capacidad de RhoA de activar a la miosina
IT a través de su efector ROCK y formar fibras de estrés.

50



7

Conclusiones

= RhoA se localiza en el cuerpo de Bailbiani o nube mitocondrial, junto con
los mRNAs del plasma germinal, en los ovocitos de estadio I. En ovoci-
tos mas avanzados, forma un gradiente de concentracién para terminar
anclada a la corteza del ovocito.

= RhoA esta enriquecida en los septos de division celular, lugar donde el
plasma germinal se segrega, durante las primeras divisiones celulares.

= La inhibicién de la actividad de RhoA interfiere con la correcta localizacion
del mRNA de nanos en al menos dos distintas etapas de su migraciéon: la
translocacion al polo animal y la compactacion en los septos de division
celular.
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