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Resumen de la tesis que presenta Raquel Escuredo Vielba como requisito parcial para la obtencion del
grado de Doctor en Ciencias en Acuicultura.

Identificacidn y caracterizacion de las células germinales primordiales (CGPs) en embriones y larvas de
Totoaba macdonaldi

Resumen aprobado por:

Dr. Miguel Angel del Rio Portilla Dra. Carmen Guadalupe Paniagua Chavez
CoDirector de Tesis CoDirectora de Tesis

La totoaba (Totoaba macdonaldi), es un pez endémico del Golfo de California con alto potencial
tanto econdmico como ecoldgico, sin embargo, en la actualidad, es una especie en peligro de extincién.
Por lo tanto, el propdsito de esta tesis fue caracterizar las células germinales primordiales (CGPs) de este
pez perteneciente a la familia Sciaenidae, con dos objetivos: (1) proporcionar la base para la
criopreservacion de las CGPs para conservar el recurso genético y (2) dar el primer paso para conocer la
génesis gonadal y la diferenciacion sexual de este pez. El andlisis de inmunofluorescencia realizado desde
la etapa de 2 células hasta 8 dias después de la eclosion (DDE) muestra que la proteina VASA es especifica
de las CGPs. Estas células se observaron por primera vez en las regiones periférica y dorsal del blastodisco,
en aproximadamente el estadio del 50% -epibolia y migraron hacia ambos lados del cuerpo del embridn
durante el desarrollo. Finalmente, a los 7 DDE, las CGPs del embridén alcanzaron la zona donde se
desarrollara la génada. El andlisis histoldgico de las larvas mostré el primordio gonadal con un grupo de
CGPs en el lado dorsal del peritoneo a los 11 DDE. El crecimiento de la génada, como resultado de la
interaccion entre las CGPs y las células somaticas derivadas del peritoneo, se observé a los 16 DDE. Los
resultados de qPCR mostraron que la expresién del gen Vasa estaba restringida al desarrollo embrionario
y larval temprano, los valores mas altos se observaron en la etapa de 2 células y de bldstula media, lo que
sugiere la herencia materna del ARNm de Vasa. Estos hallazgos apoyan la hipétesis de preformacidn en
las CGPs de T. macdonaldi. El patrédn de migracidn de las CGPs en esta especie, nos permite recomendar
el aislamiento y la posterior criopreservacion de estas células antes de los 7 DDE cuando el desarrollo
embrionario y larval se daa 21 °C.

Palabras clave: Células germinales primordiales, Expresion Vasa, Proteina VASA, Ruta migratoria,
Totoaba macdonaldi, Familia Scianidae.



Abstract of the thesis presented by Raquel Escuredo Vielba as a partial requirement to obtain the Doctor
of Science degree in Aquaculture

Identification and characterization of primordial germ cells (PGCs) in embryos and larvae of Totoaba

macdonaldi
Abstract approved by:
Dr. Miguel Angel del Rio Portilla Dra. Carmen Guadalupe Paniagua Chavez
Thesis CoDirector Thesis CoDirector

The totoaba (Totoaba macdonaldi) is an endemic fish of the Gulf of California with high economic
and ecological potential, however, at present, it is an endangered species. Therefore, our purpose was to
characterize the Primordial Germ Cells (PGCs) of this Sciaenid with two objectives: (1) to provide the basis
for PGCs cryopreservation to preserve the genetic resources and (2) to take the first step to know the
gonadal genesis and sex differentiation of this fish. Immunofluorescence analysis performed from 2-cell
stage to 8-day after hatch (DAH) shows that VASA protein is specific for PGCs. These cells were first
observed in the peripheral and dorsal regions of the blastodisc at approximately the 50%-epiboly stage
and migrated to both sides of embryo body during the development. Finally, at 7 DAH the PGCs of the
hatching embryo reached the place where the gonad will develop. Histology analysis of larvae showed a
genital ridge with enclosed PGCs on the dorsal side of the peritoneum at 11 DAH, gonadal primordium
growth was observed as a result of the interaction between PGCs and somatic cells derived from the
peritoneum. Results of gPCR showed that Vasa expression was restricted to the embryonic and early larval
development, the highest values were observed in 2-cell and mid-blastula stage suggesting the maternal
inheritance of Vasa mRNA. These findings support the hypothesis of preformation in T. macdonaldi PGCs.
The migration pattern of PGCs allow us to recommend the isolation and subsequent cryopreservation of
these cells before 7 DAH when temperature during embryonic and larval development is 21°C.

Keywords: Primordial germ cells, Vasa expression, VASA protein, migration pathway, Totoaba
macdonaldi, Scianidae family.
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test post-hoc Newman- Keuls (SNK). Para realizar todos los analisis se empled el programa
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Capitulo 1. Introduccion

La Totoaba macdonaldi (Gilbert, 1890) es un pez emblematico de la Familia Scianidae y el de mayor
tamanio del Orden de los Perciformes. Entre 1920 y 1974 constituyd la pesqueria mds importante del Golfo
de California (Garcia De Ledn, 2013), sin embargo, en los afios 70 la pesqueria fue cerrada por
sobreexplotacion y disminucién de la poblacidn natural debido a alteraciones del Rio Colorado (Lercariy
Chavez, 2007). Hasta la fecha, la T. macdonaldi se encuentra dentro de la NOM-059-SEMARNAT-2010
como especie en peligro de extincidon. Los esfuerzos mds importantes para la conservacion de la totoaba
se llevaron a cabo en 1974 cuando se cred la reserva de la biosfera del alto Golfo de California y el delta
del Rio Colorado y se cred un programa de conservacién de esta especie (Baillie y Groombridge, 1996). Sin
embargo, los esfuerzos de restauracién de la poblacion de totoaba por medio de précticas de conservacién
in-situ de ecosistemas pueden ser Utiles, pero no conclusivos. El cultivo de esta especie en cautiverio fue
reportado en 2012 (True, 2012) permitiendo la mejora de estrategias reproductivas en cautiverio por
medio de la reproduccién asistida. Sin embargo, los costos de produccién en cautiverio son muy elevados

dado el tamafio del organismo y el tiempo necesario para conseguir la madurez sexual.

La reproduccidn asistida en conjunto con la criopreservacién del germoplasma de esta especie
representa una estrategia importante para su produccién y conservacion. Un nuevo método de
reproduccion asistida que podria contribuir en gran medida a la reproduccion en cautiverio de esta especie
es el aislamiento y criopreservacién de las células germinales primordiales (CGPs) para ser posteriromente
trasplantadas en un receptor filogenéticamente préoximo, esta técnica presenta ventajas como la
disminucién de costos por mantenimiento de reproductores ademas de lograr una efectiva propagacion
de este organismo para uso en la acuicultura y recuperacion de la poblacién natural. Sin embargo, antes
de poder realizar la criopreservacion y el trasplante de CGPs, es necesario realizar estudios bdsicos ya que,
hasta la fecha, no se tiene ninguna informacion sobre estas células en la totoaba. De esta manera, en este
trabajo se propone identificar y caracterizar las CGPs en larvas de Totoaba macdonaldi ademas de

identificar la presencia del gen Vasa, caracteristico de estas células.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Generalidades de la especie Totoaba macdonaldi

La totoaba, Totoaba macdonaldi, es un pez teledsteo perteneciente a la familia Sciaenidae.
Morfolégicamente se distingue por poseer un cuerpo alargado y poco comprimido, con el dorso
escasamente elevado, una aleta dorsal con hendidura y boca grande con mandibula inferior ligeramente
proyectada (Rosales y Ramirez, 1987). La coloracién de los adultos es gris, aunque pueden presentar
tonalidades doradas y azules (Figura 1), mientras que los juveniles tienen manchas oscuras en el dorso
(Arvizu y Chavez, 1972). Es uno de los sciaenidos de mayor tamafio, puede llegar a pesar mas de 100 kg y
medir hasta 2 m de longitud total, aunque la talla media es de 1.30 m (Berdegué, 1962). Son peces
longevos, llegan a vivir entre 20 y 25 anos, su madurez sexual es tardia, 6 afios en los machos y 7 afios en
las hembras y no presentan caracteres morfoldgicos externos que diferencien ambos sexos, aunque las
hembras alcanzan una mayor talla y peso que los machos (Rosales y Ramirez, 1987; Cisneros-Mata et al.,
1995; De Anda-Montafiez et al., 2013). En lo referente a sus habitos alimenticios, son peces carnivoros que

se alimentan de pequefios crustaceos y otros peces (Rosales y Ramirez, 1987)

Figura 1. Imagen de una hembra de totoaba, colectada en el archipiélago de las Islas Encantadas, B.C. Fotografia de
José L. Niebla. Tomado de Sitio Web Instituto de Acuacultura del Estado de Sonora
(https://www.iaes.gob.mx/index.php?pag=infografia-de-la-totoaba)

La totoaba es un pez endémico del Golfo de California. Su distribucién comprende desde la
desembocadura del Rio Colorado, en la zona norte, hasta Bahia Concepciéon (Baja California Sur), en la

costa oeste del Golfo y en el este hasta la desembocadura del Rio Fuerte (Jordan y Evermann, 1896).
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Presenta un patrén de migracién anual en la época primaveral, donde los organismos adultos

migran para reproducirse al delta del Rio Colorado, situado en el extremo norte del Golfo de California
(Figura 2). Se ha probado que en esta zona se encuentra el drea de desove y crianza de esta especie. La
época de reproduccién empieza a finales de febrero o principios de marzo y se extiende hasta los primeros
dias de junio, aunque las hembras presentan un periodo de maximo desove en mayo (Arvizu y Chavez,
1972; Flanagan y Hendrickson, 1976; Rosales y Ramirez, 1987; Cisneros-Mata et al., 1995). Las larvas recién
eclosionadas permanecen en aguas cercanas a la costa y los juveniles de hasta dos afios se encuentran en
aguas con una profundidad menor de un metro a lo largo de ambas costas del Golfo de California. Cuando
alcanzan la edad adulta se desplazan a aguas mas profundas por la costa nororiental donde se agrupan en

cardumenes (Rosales y Ramirez, 1987)

Figura 2. Area de distribucion de la especie y delta del Rio Colorado donde se ubica la zona de reproduccion y
desove



1.1.2 Importancia del recurso

La pesqueria de la Totoaba macdonaldi se establecid en los afios 20, el desarrollo de nuevas
técnicas de refrigeracion y el uso de embarcaciones con mayor capacidad de carga provocd que las
capturas anuales de este recurso alcanzaran las 2300 toneladas en 1942 (Rosales y Ramirez, 1987). El
aumento del esfuerzo de pesca provocd una notable disminucién del recurso que acabd con el cierre de

la pesqueria en los afos 70 (Arvizld y Chavez, 1972).

En 1976, esta especie fue incluida en el apéndice | de la Convencién Sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestre (CITES). En 1991 fue declarada especie
en peligro de extincién por la NOM-059-SEMARNAT-2010 y desde 1995 esta en veda permanente (Arvizu

y Chavez, 1972; Valenzuela- Quiiionez et al., 2011; Mata-Sotres et al., 2015).

Estudios recientes atribuyen el descenso poblacional a una combinacion de factores
antropogénicos como la sobrepesca, la degradacién progresiva de su habitat de desove y crianza, ademas
de la pesca furtiva e incidental (Valenzuela- Quifionez et al., 2011). La sobrepesca se debidé al uso de redes
agalleras en zonas de alta densidad como el delta del Rio Colorado, unido a la falta de vedas efectivas. En
el Alto Golfo, la pesca deportiva también contribuyd al descenso poblacional de la totoaba, debido a la
captura de peces de gran tamafio durante la migracion reproductiva (Flanagan y Hendrickson, 1976). El
deterioro de su habitat de desove y crianza se debid principalmente al aumento de la salinidad del agua
en las zonas naturales de desove, asociada al descenso de flujo debido a la construccidon de represas
(Hoover y Glen Canyon), lo que provocd cambios en la salinidad, temperatura y patron de corrientes. Sin
embargo, el efecto de estos factores sobre las poblaciones de totaba no se ha demostrado (Berdegué,

1956; Barrera-Guevara, 1990).

La pesca furtiva, motivada por la elevada demanda de buches (vejigas natatorias) en el mercado
oriental, donde pueden alcanzar un valor aproximado de hasta $18, 000 USD por kg, ha contribuido a
deteriorar la poblacién (Chute, 1928). La pesca incidental de fauna de acompafamiento, como juveniles
de totoaba, por las redes de arrastre de barcos camaroneros se debid principalmente al incremento de la
pesqueria de camardn en alta mar (1924-1945). La mortalidad por esta causa se estimé para los afios 80

alrededor de 120,000 juveniles/afio (Cisneros-Mata et al., 1995).

En las Ultimas dos décadas se han realizado esfuerzos para recuperar las poblaciones naturales, lo

que ha dado como resultado el conocimiento de su biologia reproductiva (True et al., 1997, 2001), el
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desarrollo larvario (Diaz-Viloria et al., 2013) o aspectos nutricionales (Rueda -Lépez et al., 2011; Badillo-
Zapata et al.,, 2014; Fuentes-Quesada et al., 2018), pero el desarrollo de la linea germinal no se ha
estudiado desde un punto de vista molecular. Ademads, una estrategia prometedora para mejorar los
esfuerzos de conservacion es la criopreservacion de las CGPs de totoaba para preservar el acervo genético
(Yamaha et al., 2007). Mediante técnicas de reproduccion asistida, estas células aisladas de embriones
donantes pueden ser trasplantadas en larvas receptoras filogenéticamente cercanas, lo que permite la

produccién de gametos con la carga genética del donante.

1.1.3 Técnicas de reproduccion asistida

La industria pecuaria y en particular el sector correspondiente a la crianza de ganado bovino,
productor de leche, se ha visto especialmente favorecida por el desarrollo de las técnicas de reproduccion
asistida y criopreservacién de esperma , contribuyendo a la produccion de animales con caracteristicas
productivas superiores, mejorando la administracion de los recursos destinados al manejo de
reproductores, e incluso brindando la posibilidad de recuperar una poblacidn dada en caso de presentarse
algun desastre natural (Simianer, 2005, Groeneveld et al., 2010, Diez et al., 2012, Trigal et al., 2012, Mara
et al., 2013).

En épocas mas recientes, se ha despertado el interés en desarrollar e incorporar las técnicas de
reproduccion asistida y criopreservacién de gametos en organismos acuaticos, particularmente en peces
de importancia alimenticia como el salmén o la trucha, en moluscos bivalvos de alto valor comercial, en
organismos acuaticos utilizados como modelos animales en laboratorios y, por supuesto, en organismos
con gran necesidad de ser protegidos de la extincidn (Stoss y Refstie, 1983, Conget et al., 1996, Kawamoto

et al., 2007, Goyard et al., 2008, Mazur et al., 2008).

En la ultima década el trasplante de células germinales se ha considerado una técnica de
reproduccion asistida prometedora para la conservacion y propagacidn de especies en peligro de extincion
y recursos genéticos valiosos (Majhi et al., 2009; Robles et al., 2017). Esta técnica se ha llevado a cabo con
éxito en especies como el “pearl danio” (Danio albolineatus) donde las CGPs trasplantadas generaron
gametos del donante en embriones de pez cebra (Danio rerio) (Saito et al., 2008). En la trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss), las CGPs de trucha pudieron colonizar las crestas germinales del salmén masu

(Oncorhynchus masou) y diferenciarse en células germinales masculinas y femeninas en las génadas del



6
salmdn (Takeuchi et al., 2004). Ademas, las CGPs se pueden criopreservar por periodos prolongados antes
del trasplante y pueden restablecer la espermatogénesis cuando son trasplantadas en el receptor,

generando gametos funcionales con la carga genética del donante (Kobayashi et al., 2007).

Los primeros estudios sobre el trasplante de células germinales fueron realizados por Brinster et
al. (1994) en ratones, en donde se inoculd una suspensidn de células del testiculo del donante fértil en el
[imen del tubulo seminifero de un ratdn infértil. El resultado de este estudio fue que las células germinales
primordiales (CGPs) presentes en la suspensién del donante fueron capaces de colonizar los tubulos
seminiferos restableciendo la espermatogénesis. Esta técnica, ademds de abrir nuevos campos de
investigacion bdsica, se revelé como una herramienta muy util para la reproducciéon asistida de otras
especies, lo que la ha convertido en objeto de estudio en los ultimos afios. Aunque el uso de CGPs, esta
relativamente bien establecido en mamiferos, su aplicaciéon en peces es reciente (Ciruna et al., 2002;

Takeuchi et al., 2009; Lacerda et al., 2012).

En peces existen diferentes métodos de trasplantes que dependen principalmente de la fase de
desarrollo en la que se encuentran el donante y el receptor, que pueden ser un embridn, una larva en los

primeros estadios del desarrollo o un organismo adulto.

En organismos adultos (Figura 3), cuya génada estd completamente desarrollada, se ha
implementado una técnica, que consiste en obtener una suspension de espermatogonias de los testiculos
del donante, este tipo de trasplante permite producir dvulos y espermatozoides funcionales derivados de
la espermatogonia (Yoshizaki et al., 2011). Lacerda y colaboradores (2010) fueron pioneros en esta técnica,
extrajeron una suspensién de espermatogonias tipo A de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus), y la
marcaron con el colorante PKH26-GL, que tifie de rojo la membrana celular. Esta suspensidn, formada por
espermatogonias, fue trasplantada a través de la papila urogenital en un receptor adulto el cual tenia la
espermatogénesis enddgena suprimida debido a la administracién de una droga citostatica, el busulfan
(1,4-butanediol dimetansulfonato) en combinacion con altas temperaturas (35 °C) (Figura 3). Este método
confirmé la posibilidad de utilizar peces adultos como receptores de las células germinales. En los estudios
realizados por Majhi y colaboradores (2009) con el pejerrey (Odontesthes bonariensis), las células
germinales de un juvenil donante se aislaron mediante un gradiente de densidad utilizando percoll, y
posteriormente se realizé un trasplante que consistid6 en una inyeccidn con una suspension de
espermatogonias tipo A, implantadas en la papila urogenital del receptor adulto con la espermatogénesis
enddgena reprimida. El resultado de este estudio fue que las espermatogonias consiguieron colonizar la

gbénada del receptor adulto y desarrollarse como gametos funcionales derivados del donante. En pez cebra
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(Danio rerio) se realizd un trasplante de células precursoras de espermatogonias (SSCs) en un receptor
hembra, consiguiendo que estas células derivasen en células germinales femeninas, lo que confirmé la
plasticidad de estas células (Nébrega et al., 2010). Esta técnica también se ha aplicado en forma exitosa
en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), donde se aislé una suspension de espermatogonias de la
trucha y se implantaron en la cavidad peritoneal de larvas de salmén triploide (Oncorhynchus masou) de
ambos sexos. Las espermatogonias de trucha se desarrollaron en la génada del salmdn receptor,
reanudando la gametogénesis y produciendo espermatozoides y évulos en los salmones receptores

(Yoshizaki et al., 2011).

La principal ventaja que conlleva este trasplante es la accesibilidad del material de partida, siendo
el testiculo diferenciado un érgano facil de reconocer en los peces teledsteos. Sin embargo, hay que tener
en cuenta que la suspensidn de espermatogonias inyectada, contiene células germinales en distintas fases
de desarrollo y que solo las espermatogonias tipo A son capaces de colonizar y proliferar en el esbozo

gonadal de la larva receptora (Okutsu et al., 2006)
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Figura 3. Trasplante de células germinales en peces adultos. (A) Las células germinales endégenas de los receptores,
se reducen mediante tratamientos térmicos y quimicos. (B) Una suspensidn de espermatogonias es cosechada del
pez donante. (C) Las células se tifien con colorante fluorescente y se trasplantan en el receptor a través de la papila
urogenital. (D) Meses después del procedimiento, las células trasplantadas se diferencian en gametos funcionales
con la carga genética del donante. (E) Los peces subrogados son inseminados artificialmente o se les permite el
desove natural. (F) Produccidn de progenie de origen donante (Tomado de Majhi y Kumar, 2017).

Para realizar un trasplante de CGPs en organismos que estan en fase embrionaria (Figura 4), se
utilizan técnicas de micromanipulacion. Las CGPs se obtienen de embriones donantes y se trasplantan en
el blastodisco del receptor embrionario, que tiene bloqueado el desarrollo de las CGPs enddgenas por una
inyeccion de dead end (MO). El resultado es el reemplazo total de las CGPs del receptor por las del donante,
una de las principales ventajas de este método es que el sistema inmune de los embriones de peces no

esta desarrollado y por tanto no hay rechazo de las CGPs trasplantadas. La desventaja que presenta esta



9

técnica es la elevada mortalidad embrionaria (Ciruna et al., 2002; Girdldez et al., 2005; Lacerda et al.,

2012).

-— © ©
D = ¢ op0®

Figura 4. Trasplante de CGPs en embriones de peces. (A) Las CGPs se microinyectan en el blastodisco de los
embriones receptores. (B) Las CGPs del donante migran y colonizan la cresta gonadal del embrién receptor. (C) Las
CGPs proliferan y se diferencian en gametos funcionales derivados del donante cuando los peces alcanzan la madurez
sexual. (D) Los peces subrogados maduros liberan gametos funcionales con la carga genética del donante. (E)
Generacidn de progenie subrogada por inseminacion artificial o desove natural (Tomado de Majhi y Kumar, 2017).

En las larvas recién eclosionadas (Figura 5), este Ultimo método de reproduccidn asistida es el mas

utilizado en los peces, las células germinales primordiales (CGPs) son aisladas cuando el donante esta en
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los primeros estadios del desarrollo larval, posteriormente son inyectadas en la cavidad peritoneal de las
larvas recién eclosionadas, durante el periodo en que las CGPs enddgenas de las larvas receptoras estdn
migrando. Las células trasplantadas colonizaran el primordio gonadal del receptor. Si el receptor es
hembra las células germinales se diferenciaran en dvulos y si es macho en espermatozoides. Estas células
portardn el material genético del donante, de quien proceden las CGPs. Este tipo de trasplantes debe
realizarse entre especies filogenéticamente cercanas y en las fases de desarrollo adecuadas para que la

migracion se dé correctamente (Takeuchi et al., 2003; Lacerda et al., 2006; Cabrita et al., 2013).

Las larvas recién eclosionadas son un buen receptor porque carecen de un sistema inmunitario
funcional y por tanto las CGPs implantadas no provocarian una respuesta inmune de rechazo (Majhi y
Kumar, 2017). Sin embargo, en este enfoque la Unica desventaja es que los gametos derivados del donante
podrian ser generados aproximadamente 2-3 afios después del trasplante, dependiendo del periodo en el

que el receptor madure sexualmente por primera vez.
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Figura 5. Trasplante de células germinales en larvas recién eclosionadas. (A) Las CGPs del donante se trasplantan en
la cavidad celdmica de la larva recién eclosionada durante el periodo en el que las CGPs enddgenas estdn en
migracién activa. (B) Las CGPs trasplantadas migran y colonizan las crestas germinales del receptor. (C) Después de
alcanzar la madurez sexual, el receptor producird gametos derivados del donante. (D) Generacién de la progenie por
inseminacion artificial o desove natural (Tomado de Majhiy Kumar, 2017).

La falta de técnicas de criopreservacion de ovocitos y embriones de peces, ha dado lugar al
desarrollo de técnicas de reproduccion asistida basadas en el trasplante de CGPs. En la actualidad, la
criopreservacion y posterior trasplante de CGPs es una herramienta muy valiosa que ha permitido producir
ovulos y espermatozoides funcionales de especies en peligro de extinciéon o que poseen rasgos genéticos

deseables.

Estas células han sido criopreservadas con éxito en algunas especies de peces como salmén en el

que se criopreservo el primordio gonadal con las CGPs, tras la descongelacién y el posterior trasplante de
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las CGPs en la cavidad peritoneal de una larva de trucha se constatéd que esas células dieron lugar a
ovocitos. Los huevos fertilizados con esperma criopreservado dieron lugar a una F1 fértil (Kobayashi et al.,
2007). Higaki y colaboradores (2009) lograron la vitrificacion de embriones de pez cebra completos,

cuando los descongelaron lograron recuperar CGPs viables que fueron trasplantadas con éxito.

1.1.4 Células germinales primordiales

Las células germinales primordiales (CGPs) son los precursores embrionarios de los gametos, y se
observan, mayoritariamente, en organismos donde la génada no estd morfolégicamente desarrollada y
las células sexuales no estan diferenciadas (Extavour y Akam, 2003; Rosner et al., 2009). La diferenciacion
se produce a través de procesos de espermatogénesis y ovogénesis donde las gonias se convierten en
ovocitos y espermatocitos que maduran finalmente hasta convertirse en évulos y espermatozoides (Braat
et al., 1999). El origen de estas células sexuales son las CGPs vy, a su vez, los precursores de estas ultimas,
son las células germinales primordiales presuntivas (pCGPs), que inicialmente no se distinguen
morfolégicamente de las células somaticas que las rodean y se dividen mitdticamente para producir una

CGP y una célula somatica (Extavour y Akam, 2003; Rosner et al., 2009).

Las CGPs son bipotenciales, es decir, son capaces de originar cualquier tipo de gameto, ya sea
masculino o femenino. Morfolégicamente hablando presentan un gran tamafo con respecto a las células
somaticas, una elevada relacion nucleo-citoplasma y forma ovalada con contornos irregulares. Presentan
un solo nucléolo, citoplasma con pocos organelos y algunas mitocondrias de gran tamafio situadas cerca
del nicleo que se encuentran ligadas a unos cuerpos germinales denominados ciment (Le Menn et al.,

2007).

1.1.4.1 Origen de las CGPs

Las CGPs se diferencian de las células somaticas durante el desarrollo embrionario mediante dos
mecanismos: la epigénesis y la preformacion. La epigénesis sostiene que las CGPs se originan en las crestas
germinales como resultado de sefiales inductivas procedentes del ectodermo extraembrionario y que, por
lo tanto, su diferenciaciéon depende de su posicion en el organismo (Extavour y Akam, 2003). Por otro lado,

la preformacion es el mecanismo que incluye la existencia de determinantes maternos pre-localizados en
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el huevo, denominados plasma germinal. Estos determinantes son un conjunto de proteinas

citoplasmaticas y ARNm almacenados en el ovocito durante las primeras etapas de la ovogénesis (Gilbert,

2006).

La principal diferencia entre epigénesis y preformacion es el momento en el cual se expresan los
genes especificos de la linea germinal (Vasa, Nanos, Dazl, Piwi, Dead end entre otros) y la localizacién de
sus productos en la célula. En la epigénesis, comin en mamiferos, los productos de estos genes no estan
presentes en el citoplasma del évulo fertilizado y por lo tanto no pueden ser heredados a las CGPs; ademas,
los genes involucrados en la migracion y supervivencia de las CGPs son activados a través de sefializacion
célula-célula (Figura 6.A). En la preformacidn, los productos persisten en el citoplasma hasta completar la
ovogénesis y por lo tanto estdn disponibles para su inclusion en las CGPs antes del inicio de la transcripcién

en las células del embridn (Figura 6.B).

Iocalised
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Figura 6. (A) Epigénesis y preformacidn. Epigénesis: Moléculas especificas de la linea germinal no estan presentes
en los ovocitos durante la fertilizacion. Durante la embriogénesis sefales inductivas (negro) inducen la formacion de
las CGPs dando comienzo a la expresidn de genes especificos de la linea germinal (gris oscuro). (B) Preformacién: Los
determinantes maternos de la linea germinal (gris claro) se localizan en el citoplasma del ovocito y son heredados
por las CGPs en las primeras etapas del desarrollo embrionario (Figura tomada de Extavour, 2007).

Aunque ambas estrategias se pueden observar en el reino animal, la epigénesis estd mas extendida (Fig.

7) y se cree que evolutivamente es el mecanismo mds antiguo.
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Figura 7. Modos de especificacion de las células germinales en Metazoos: rojo, epigénesis; azul, preformacion; medio
rojo, medio azul, grupos en los que algunas especies muestran preformacion y otras epigénesis; blanco, sin datos.
Los asteriscos indican filos en los que se ha reivindicado la epigénesis, pero recientes datos sugieren preformacion

(Tomado de Extavour y Akam, 2003).
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Epigénesis

La epigénesis es el mecanismo de diferenciacion de las CGPs mas comun en el reino animal, la
principal diferencia entre este mecanismo de diferenciacién y la preformacidn es la ausencia del plasma

germinal en el primero.

El mecanismo epigenético para la especificacion de linea germinal fue demostrado
experimentalmente por Tam y Zhou (1996), quienes realizaron un experimento en un embrién de ratén
(Mus musculus), que consistid en aislar células del epiblasto proximal y distal y trasplantarlas en forma
heterotdpica y ortépica en dos hospederos (Figura 8). Los resultados de este estudio mostraron que,
aunque las células del epiblasto distal (D) se diferencian predominantemente en neuroectodermo y
ectodermo superficial, cuando se trasplantaron a la regidn proximal del epiblasto (P) del hospedero, dieron
lugar a tejidos mesodérmicos. Ademas, el 3.7% de las células trasplantadas del epiblasto distal al proximal
se diferenciaron en CGPs, frente al 3.9% del trasplante ortotdpico (proximal- proximal). Las células del
epiblasto proximal (P), que darian origen a las CGPs, trasplantadas heterotépicamente al epiblasto distal
no se diferenciaron en células del mesodermo ni CGPs. Esta plasticidad confirmd la hipétesis de que la
diferenciacién de las CGPs en mamiferos estd influenciada por la posicion de las células en el embrién y

por interacciones célula-célula.
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ARC/s Host HMG-lacZ ARC/s Host

— — ¢ Orthotopic transplantation

A = Heterotopic transplantation

Figura 8. llustracion esquematica de los cuatro tipos de trasplantes realizados en embriones de ratén durante la fase
de desarrollo temprano. El epiblasto del embriéon donante HMG-lacZ se disecé en fragmentos proximal (P) y distal
(D) cortando a lo largo de las lineas punteadas. Se aislaron grupos de 5-20 células de ambos fragmentos y se realizé
un trasplante ortotépico (DD, P>P) y otro heterotdpico (D>P, P->D) (Tomado de Tam y Zhou, 1996).

Investigaciones posteriores sobre como estas células epiblasticas pluripotentes se diferenciaban
en CGPs dieron como resultado el descubrimiento de factores reguladores pertenecientes a la familia de
proteinas morfogenéticas 6seas (BMP), aunque su mecanismo de accion a nivel molecular todavia no estd
claro, se sabe que estas proteinas estan involucradas en la supervivencia y migracién de las CGPs en
mamiferos. El bloqueo de los genes que codifican estas proteinas demostré que la sefializacion de BMP es
esencial para la formacién de células germinales primordiales (CGPs) y que los embriones deficientes de
ALK2, un receptor de BMP en el endodermo visceral (VE), carecian completamente de CGPs (Lopes et al.,

2004).

Otros estudios realizados en ratdon (Mus musculus) para conocer la localizacidn celular de la
proteina VASA (MVH) durante el desarrollo de células germinales, demostraron que la proteina MVH se
detectaba en las CGPs uUnicamente después de la colonizacidn de las génadas embrionarias. Estos
resultados descartaron un origen materno de la proteina y por tanto la expresidon del gen Vasa estaria

causada por la interaccion entre células germinales y células somaticas gonadales, reforzando la hipdtesis
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del origen de las CGPs mediante sefales inductivas en mamiferos (Toyooka et al., 2000; Fujiwara et al.,

2001).

Preformacion

La preformacidon es el mecanismo de diferenciacion presente en organismos modelo como
Drosophila melanogaster (Williamson y Lehmann, 1996), Xenopus laevis (Whitington y Dixon, 1975) y
Caenoarbiditis elegans (Hird et al., 1996), este mecanismo implica la existencia del plasma germinal, que
se sintetiza durante el estadio | de la ovogénesis y esta restringido a unas pocas células del embridn. Este
plasma germinal estd formado por grdnulos de ARNm y particulas proteicas muy importantes en la

regulacién, almacenamiento y estabilidad del ARN.

En 1974, lllmensee y Mahowald realizaron un experimento (Figura 9) en el cual trasplantaron el
plasma germinal del polo posterior al polo anterior del huevo de Drosophila melanogaster, los resultados
mostraron que las CGPs se formaron en la zona donde se realizé el trasplante heterotdpico, concluyendo
gue el plasma germinal tiene todos los componentes necesarios para formar las CGPs y por tanto estas

células tienen una mayor autonomia que las originadas por mecanismos inductivos.
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Figura 9. Se trasplantd el plasma del polo posterior del embridon donante al polo anterior del receptor (zona
sombreada). Las células que se formaron en el lugar del trasplante presentaron una morfologia muy similar a las
CGPs. Estas células fueron aisladas y trasplantadas en embriones hospederos donde generaron gametos viables
(Tomado de Ilimensee y Mahowald, 1974).

La preformacion se ha identificado en los peces como el mecanismo de especificacion mayoritario
(Tabla 1), aunque todavia no se ha establecido como comun para todos los grupos. En el pez modelo de
los teledsteos, el pez cebra (Danio rerio), la microscopia electrénica de transmisién ha demostrado que el
ARNm del gen Vasa reside en una matriz electro-densa que es caracteristica del plasma germinal (Knaut
et al., 2000). Estos hallazgos respaldan la opinién de que la especificacion de la linea germinal en este pez,
depende del material suministrado por la madre y valida la idea de que el mecanismo que origina las CGPs

en pez cebra es la preformacion

Se ha sugerido un mecanismo epigenético para la especificacién de las CGPs en taxones como los
peces cartilaginosos. Estudios realizados en la subclase Elasmobranchii (Tabla 1), sugieren que el origen
de las CGPs no se debe a alguna “particula” presente durante el desarrollo embrionario temprano, sino a
una sefializacion célula- célula en la zona del epitelio germinal de la génada (Extavour y Akam, 2003;
Presslauer et al., 2012). Esta diferencia entre los peces cartilaginosos y los teledsteos se puede deber a
gue muchos de los aspectos reproductivos de los peces cartilaginosos conservaron una condicién primitiva

(Dodd, 1983).



Tabla 1. Mecanismo de formacidon de las CGPs en algunas especies de peces
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. Gen Mecanismo . . .
Especie . Conclusiones del estudio Referencia
marcador  origen CGPs
Pez cebra Vasa Preformacidn RNA Vasa presente en los embriones justo Yoon et al.,
(Danio rerio) después de la fertilizacion y, por lo tanto, es 1997
suministrado por la madre. Vasa se detectd
en los planos de escision en el estadio de 2-
4 células. Durante las divisiones posteriores,
el ARN es segregado como agrupaciones
subcelulares a un pequefio nimero de
células que pueden ser las futuras CGPs.
Medaka Vasa Preformacién Alteraciones en el entorno somatico no Herpin et al.,
(Oryzias nanos 1 alteraron el numero de CGPs en medaka, lo 2007
latipes) gue es inconsistente con un modelo
inductivo que depende de las sefiales de las
células somaticas. La presencia de
determinantes citoplasmaticos heredados
de la madre confirman la hipétesis.
Bacalao del Vasa, Preformacién La expresidn de los genes Vasa y nanos 3, Presslauer et
Atlantico nanos3 se detectd a partir de las primeras al., 2012
(Gadus divisiones embrionarias en el bacalao del
morhua) Atlantico; el ARNm de ambos genes estaba
presente desde la etapa de 32 célulasy se
segregd en 4 células, confirmando la
hipdtesis de la preformacion
Salmén del Vasa, Dead  Preformacion Los transcritos de Vasa, dnd'y ly75 Nawasaga et al.,
Atlantico endy estuvieron presentes durante todo el 2013
(Salmo salar) lymphocyte desarrollo embrionario y alcanzaron sus
antigen 75 niveles mas altos en la embriogénesis
temprana, entre las etapas de dos células y
10 somitas. Esto sugirié que los tres ARNm
son de herencia materna.
Esturion Buc Preformacién Las CGPs surgen en posicidon Saito et al.,
(Acipenser) nanos 3 extraembrionaria y migran durante el 2014
desarrollo embrionario con un patrén
similar al de otros teledsteos. El marcaje
mostro que las CGPs se especifican por
herencia del plasma germinal suministrado
por la madre.
Lenguado Vasa Preformacién Se detectd presencia de ARNm de Vasa en Pachiarini et al.,
senegalés etapas anteriores a la blastula media, lo que 2012
(Solea sugiere su acumulacion durante la
senegalensis) ovogénesis y por tanto es heredado por via

materna.
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Tabla 1 (cont.)

. Gen Mecanismo . . .
Especie . Conclusiones del estudio Referencia
marcador  origen CGPs

Mielga - Epigénesis Las células germinales surgieron del epitelio  Woods, 1902
(Squalus germinal de la génada.
acanthias)
Raya - Epigénesis No se encontré evidencia que indique que Beard, J., 1902
(Raja batis) el origen de las células germinales se deba a

alguna célula/s o particula presente durante
el desarrollo embrionario temprano.

Raya - Epigénesis/ Se observaron CGPs en la cresta germinaly ~ Teshimay

(bathyraja L se asume que pudieron migrar desde otra Tomonaga,
: preformacion - . .,

aleutica) zona del embridn. No hay informacion 1986

concluyente sobre el origen de las CGPs.

1.1.4.2. Migracion de las CGPs

El origen y la posicién donde se especifican las CGPs puede diferir en funcion de la especie, pero
un tema comun para las especies estudiadas es que las CGPs se forman en regiones alejadas de la zona
donde se formara el primordio gonadal y por tanto tienen que migrar (Weidinger et al., 1999). La mayor
parte de estos estudios se han llevado a cabo en la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), ratéon
(Mus musculus) y pez cebra (Danio rerio), en todos estos organismos se encontrd que siguen una ruta

cercana al intestino en desarrollo, moviéndose a lo largo del eje ventro-dorsal del embridn.

Aunque la ruta migratoria esté conservada, el tiempo de migraciéon de las CGPs es especie-
especifico (Tabla 2) y estd condicionado al tamafio y forma del huevo, pero sobre todo a velocidad a la que
ocurre el desarrollo embrionario. En Salmo salar la migracién se completa a los 83 dias después de la
fecundacion (DDF) y la proliferacion de las CGPs ocurre a los 139 DDF (Nawasaga et al., 2013), debido a la

temperatura a la que ocurre el desarrollo del embrién (10 °C).

En trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), las CGPs alcanzan la cresta germinal, completando su
migracion a los 20 DDF, mientras que la fase de proliferacién comienza aproximadamente a los 15 DDF y

continla hasta que se produce la diferenciacion sexual aproximadamente a los 60 DDF (Okutsu et al., 2006)
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Tabla 2. Tiempo de proliferacién y migracion de las CGPS en diferentes especies de peces teledsteos.

Tiempo finaliza Tiempo inicia

Especie Referencia
migracion CGPs proliferacion CGPs

Salmén del atlantico 83 DDF 139 DDF Nawasaga et al.,2013
(Salmo salar)
Pez cebra 7 DDF 12 DDF Tzung et al., 2015
(Danio rerio)
Trucha arcoiris 15 DDF 20 DDF Okutsu et al., 2006
(Oncorhynchus mykiss)
Tilapia 6-8 DDF 11 DDF Farlora et al., 2014
(Oreochromis niloticus)
Lenguado Japonés 15 DDE 22 DDE Yang et al., 2018
(Paralichthys Olivaceus)
Atun aleta amarilla 5DDF 10-30 DDF Kobayashi et al., 2015
(Thunnus albacares)
Sabalo americano 56 HDF No se observéd Wu et al., 2018

(Alosa sapidissima)
Corvina 17DDF 23 DDF Takeuchi et al. al., 2009
(Nibea mitsukurii)

*DDF: Dias después de la fertilizacion; DDE: Dias después de la eclosion; HDF: horas después de la fertilizacion

Numerosos estudios se han centrado en investigar los mecanismos moleculares que determinan
la migracion de las CGPs a largas distancias para alcanzar la cresta germinal. Su movimiento se debe a
sefiales direccionales producidas por los tejidos adyacentes (Anderson et al., 1999). Se ha demostrado que
esas sefiales son factores quimiotacticos generados por las células somaticas del primordio gonadal. Los
factores quimiotdcticos son sustancias quimicas que atraen o repelen a las células y que las guian a su

destino a lo largo de un gradiente de concentracion.

En el pez cebra, las CGPs de un embridn en fase de blastula experimentan una transicidn de células
inmaviles a una poblacién de células con movimientos activos (Blaser et al., 2006). Al iniciar la migracién,
las CGPs modifican sus caracteristicas estructurales, adquiriendo una forma alargada. Estos cambios
morfoldgicos les permiten dirigirse hacia el primordio gonadal. El arrastre celular comprende tres pasos:
1. En el borde director de la célula, aparecen protrusiones que se extienden hacia adelante. 2. Las
protrusiones se anclan al sustrato mediante proteinas transmembranales de tipo integrina, creando
adhesiones focales. 3. La parte posterior de la célula se disocia del sustrato, mediante la ruptura de las
adhesiones y, posteriormente se retrae, a consecuencia de lo cual se produce la translocacion (Alberts et

al., 2013).



22

Aunque el mecanismo molecular implicado en el inicio del movimiento de las CGPs en los
teledsteos no esta claro, se cree que depende de la actuacién de dos genes que codifican factores
guimiotacticos: El Dead end (Dnd), que codifica una proteina de unién al ARN llamada dead end y el PI3K
que codifica una fosfatidilinositol 3-quinasa. Weidinger et al. (2003) encontraron que el factor Dnd, que
estd presente en el plasma germinal, es esencial para la formacién de los pseuddpodos en las CGPs del pez
cebra. Cuando se bloqued el gen que codifica este factor, las CGPs no pudieron iniciar el movimiento.
Dumstrei et al. (2004) demostraron que en las CGPs en las que no se expresa el PI3K muestran una reducida

estabilidad de los filopodios, asi como una menor velocidad de migracién.

Una vez iniciado el movimiento, otra sefial quimiotdactica que actla como atrayente de las CGPs
hacia la zona donde se formard el primordio gonadal en pez cebra es el Factor derivado del estroma 1
(SDF-1). Esta proteina se sintetiza en las células somaticas de la cresta gonadal. Se ha observado que este
factor, ademas de servir como guia, esta involucrado en la polimerizacién de los filamentos de actina vy,
por lo tanto, en el movimiento ameboide del citoesqueleto de las CGPs (Doitsidou et al., 2002). Blaser et
al. (2006) observaron la generacidn de protuberancias en la membrana celular de las CGPs de pez cebra
como resultado de la activaciéon de la contraccidon de la miosina. Este estudio determind que estas
protrusiones se formaban en la parte de la célula con mayor concentracién de SDF-1, lo que sugiere que

este factor también controla la direccidn de la migracion.

Cuando las CGPs llegan al 4rea donde se formara el primordio gonadal pierden movilidad, aunque
a nivel molecular se desconoce cémo se termina esa migracién. Un estudio realizado por Reichman-Fried
et al. (2004) indica que el aumento de la concentracién del factor SDF-1 en la zona que dara origen a la
goénada esta directamente involucrado en la pérdida de movilidad de estas células. En Totoaba macdonaldi
no se han realizado estudios que permitan conocer los factores quimiotdcticos que permiten el
movimiento de las CGPs, aunque teniendo en cuenta que es un mecanismo bien conservado, podriamos

pensar que no difieren de los del pez cebra.

1.1.4.3. Proliferacion de las CGPs

Cuando las CGPs llegan a las crestas germinales, cesa la migracién y comienza su proliferacidn. En
la actualidad la base molecular de la proliferacidn no estd clara, aunque se cree que esta controlada por

las células somaticas circundantes. Se ha demostrado que la proliferacidon de las CGPs desempeiia un
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papel importante en la diferenciacidon sexual de teledsteos. Recientemente se ha demostrado que la
proliferacién de las CGPs en las primeras etapas del desarrollo larval, marca el comienzo de la

diferenciacidn sexual en D. rerio (Tzung et al., 2015).

Las CGPs de ratones y otros mamiferos aumentan en nimero durante e inmediatamente después
de la migracién, mientras que las de los peces tienden a proliferar después de alcanzar las crestas genitales
(Yoshizaki et al., 2002). Con base en este hallazgo, es posible que la proliferaciéon de las CGPs en peces
requiera una interaccién cercana con las células somaticas gonadales, pero no con las células somaticas
ubicadas en su ruta de migracién y que los dos procesos también estén mediados por diferentes vias de

sefializacion.

Las moléculas de sefializacidn y las vias que se requieren para la proliferacion de las CGPs en peces
no han sido identificadas, aunque se presume que hay factores de crecimiento involucrados en la
proliferacién y que se expresan en las células somaticas de la cresta germinal. En embriones de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se identificé una nueva citoquina, desighada como factor de crecimiento
derivado del soma gonadal (GSDF), que es un miembro de la superfamilia del factor de crecimiento TGF —
B1. GSDF se expreso en las células somaticas de la cresta germinal durante la embriogénesis. La inhibicion
de la traduccion de GSDF suprimié la proliferacién de las CGPs. Estos resultados indican que GSDF juega

un papel importante para la proliferacion de las CGPs (Sawatari et al., 2007).

1.1.6 Genes especificos de la linea germinal

Independientemente de su origen, las CGPs se separan de las células somaticas durante el
desarrollo embrionario y adquieren un programa unico de expresidén génica que resulta en la sintesis de
proteinas especificas de las CGPs, que las diferencian de las células somaticas (Tabla 3). Los mecanismos
que controlan la expresion génica especifica de la linea germinal son en gran parte desconocidos. Lo que
si se sabe es que las CGPs tienen un mecanismo para evitar la diferenciacion celular en los primeros
estadios del desarrollo embrionario (Lehmann et al., 2009). El silenciamiento génico o bloqueo de la
expresion génica, caracteristico de las CGPs, puede ser transcripcional o postranscripcional. El
transcripcional es el resultado de la modificacién estructural de la cromatina impidiendo la traduccidn,
mecanismos como la metilacion de la citosina o la modificacién de las colas de las histonas provocan

alteraciones en la transcripcion sin alterar la molécula de ADN (Marlow et al., 2017). El silenciamiento
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postranscripcional implica la degradacidon del ARNm de un gen especifico impidiendo que se sintetice la
correspondiente proteina. Todas las células tienen el mismo ADN, sin embargo, las CGPs tienen

mecanismos epigenéticos que silencian los genes que se transcriben en las células somaticas.

Uno de estos mecanismos de control son los microARN (miARN), moléculas de ARN que no
codifican para proteinas y que actian inhibiendo la expresion génica. La represion se produce mediante
el acoplamiento del miARN a la regidn 3 no traducida (3’"UTR) del ARNm provocando la reduccidn de la

longitud de la cola de poli (A) y el cese de la traduccion.

Mishima et al. (2006) demostraron que en pez cebra la inhibicidn de la traduccion del gen nanos1,
involucrado en la supervivencia de las CGPs, estd regulada por un micro-ARN (miR-430). La represion
postranscripcional de este gen, mediada por el miR-430, afecta a las células somaticas garantizando la
sintesis de la proteina Nanos en las CGPs. Ademas, las CGPs tienen mecanismos que contrarrestan la
actividad del miR-430, como factores que contribuyen a la estabilidad del ARNm de nanos1. En pez cebra
se puede detectar como el ARNm de Vasa y Nanosl1 son progresivamente degradados en las células
somaticas. (Raz 2003; Mishima et al., 2006). Otro gen especifico de las CGPs, el TDRD7, también esta
regulado por miR-430 en pez cebra. Estos resultados indican que el miR-430 regula los genes de la linea
germinal y sugiere que la estabilidad diferencial a los ARNm contribuye a la expresion génica especifica del

tejido (Mishima et al., 2006).



Tabla 3. Genes involucrados en el desarrollo de la linea germinal.
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Gen Proteina Funcion Especie Referencia
Vasa ARN helicasa de la Componente del plasma germinal, Danio rerio Yoon et al., 1997;
familia Dead-box restringida a las CGPs durante el Olsen et al., 1997
desarrollo embrionario. Funcion
desconocida.
Nanos 1 Proteina de unién al Componente del plasma germinal. Danio rerio Mishima et al.,
ARN CGPs con niveles bajos de nanos 1 2006
presentan defectos en la migracion
y supervivencia.
Dazl Proteina de unién al  Se expresa en el polo vegetal y deja  Danio rerio Maegawa et al.,
ARN de expresarse antes de la 1999
gastrulacion. Su funcién es
desconocida.
Dead end Proteina de unién al Componente del plasma germinal. Danio rerio Tzung et al., 2015;
ARN Crucial para migracion (esencial en Weidinger et al.,
la formacién de pseuddpodos) y 2003
supervivencia de CGPs.
SDF-1/ Factor Participa en la quimiotaxis que Danio rerio Doitsidou et al.,
CXCR4B quimiotactico ayuda a la migracidn de las CGPs. 2002; Blaser et
derivado del Controla direccion y velocidad de al., 2006
estromay su migracion.
receptor
PI3K Fosfatidilinositol 3- Proporciona estabilidad en los Danio rerio Dumstrei et al.,
quinasa (Factor filopodios de las CGPs, su ausencia 2004
quimiotactico) reduce la velocidad de la migracion.
Bucky Ball _ Participa en el ensamblaje del Danio rerio Bontems et al.,
plasma germinal, en la formacion 2009, Saito et al.,
de las CGPs y del cuerpo de 2014
Balbiani.
Piwi Ribonucleasa H Prescindible para la especificacion Danio rerio Houwing et al.,

(RNasa H)

de las CGPs, pero esencial para su
mantenimiento. El bloqueo de Piwi
resulta en una pérdida progresiva
de CGPs durante el desarrollo larval
debido a la apoptosis.

2007

Entre los genes especificos de la linea germinal en los peces teledsteos (Tabla 3), destaca el gen Vasa,

ampliamente utilizado como marcador molecular y que se expresa en las CGPs de todos los organismos

eucariotas.
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1.1.6.1 Gen Vasa

En el pez cebra, se utilizé la expresion del gen Vasa para determinar por primera vez el origen de
las CGPs (Yoon et al., 1997) y estudiar su migracién al primordio gonadal (Olsen et al., 1997). En Oryzias
latipes y Gadus morhua se demostrd que este gen era necesario para la migracién de las CGPs, ya que su
silenciamiento producia patrones anormales de migracién (Li et al., 2009; Presslauer et al., 2012). Vasa
regula la formacién y migracion de las CGPs y también juega un papel esencial en la diferenciacion de

células germinales durante la gametogénesis (Xu et al., 2010).

Este gen codifica la proteina VASA, que es una RNA-helicasa, dependiente de ATP, que forma parte
de la familia “DEAD box” denominada asi por las siglas en inglés de cada aminodcido (asp-glu-ala-asp).
VASA es una proteina especifica de la linea germinal y su secuencia de aminoacidos estd altamente
conservada entre especies situadas a gran distancia evolutiva. Esta proteina se describid por primera vez
en D. melanogaster, donde forma parte de los granulos polares, precursores de la linea germinal (Hay et
al., 1988). Aunque sus funciones no estan bien definidas, se sabe que esta proteina esta ligada a diversos
procesos celulares como edicion del ARN, procesamiento de ARNr, exportacion de ARNm nuclear y

degradacion del ARNm (Luking et al., 1998).

El gen Vasa, también llamado Ddx4, es un gen especifico que se expresa, predominantemente en
las CGPs de todos los organismos eucariotas y fue descrito por primera vez en Drosophila (Liang et al.,
1994). La identificacién de este gen como el primer marcador de la linea germinal en el pez cebra (Olsen
et al., 1997) supuso un avance significativo en el estudio de la linea germinal en peces desde un punto de
vista molecular, donde ha sido detectado durante el desarrollo temprano, la migracién al primordio
gonadal y la diferenciacion sexual (Kobayashi et al., 2002; Aoki et al., 2008; Pacchiarini et al., 2013). En el
pez cebra, el gen Vasa se detectd en unas estructuras segmentadas formadas a ambos lados del tubo
neural durante el desarrollo embrionario (Olsen et al.,, 1997), mientras que en el pez medaka se ha
detectado durante la fase de gastrulacidon del desarrollo embrionario (Shinomiya et al., 2000). En los
testiculos la expresidon de este gen queda restringida a las espermatogonias, la primera fase del desarrollo
de las células sexuales masculinas y en los oocitos se ha detectado durante la vitelogénesis temprana

(Shinomiya et al., 2000; Guerrero- Estévez et al., 2012).

El gen Vasa se ha sido descrito en diferentes especies de peces como medaka o trucha arcoiris
(Shinomiya et al., 2000; Yoshizaki et al., 2000). Su secuencia es muy conservada, no sélo con respecto a

otros teledsteos sino también en especies con gran distancia evolutiva. Esto ha permitido la creacién de
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anticuerpos que reconocen la proteina que codifica el gen Vasa en diferentes especies de peces,

convirtiéndolo en un excelente marcador molecular (Xu et al., 2005; Guerrero- Estévez et al., 2012).

1.2 Justificacion

El trasplante de CGPs en organismos subrogados se presenta como una herramienta alternativa para
la conservacion de especies en peligro de extincidn o recursos genéticos de alto valor, como es el caso de
la totoaba. En los ultimos afios se han desarrollado programas de reproduccion en cautiverio con fines de
repoblacidn y comercializacién de esta especie. Sin embargo, el costo de mantenimiento de estos
organismos en cautiverio es muy elevado debido a su gran tamafio, ya que tardan entre 4 y 5 afios en

alcanzar la madurez sexual.

La produccion de totoaba en hembras subrogadas otra especie de menor tamafio, filogenéticamente
cercana, se presenta como una alternativa econémicamente viable que podria contribuir al
restablecimiento de las poblaciones naturales y a la posible comercializacién de organismos producidos
en cautiverio. Sin embargo, hasta la fecha no se tienen estudios sobre las CGPs de la totoaba, que son
basicos para la produccion de esta especie en hembras subrogadas. Por este motivo, en el presente
estudio se identificaron y caracterizaron las CGPs (morfologia, patréon de migracién y edad de formacion
de las CGPs) y ademas se identificd la presencia del gen Vasa en las larvas de Totoaba macdonaldi con el
fin de generar conocimiento que establezca las bases para el posterior desarrollo de técnicas de

reproduccion asistida utilizando trasplante de células germinales de esta especie.

1.3 Hipoétesis

. Debido a que las caracteristicas de las CGPs son muy conservadas en los peces teledsteos, sera
posible identificar y caracterizar dichas células en la especie Totoaba macdonaldi, utilizando

procedimientos de histologia- inmunohistoquimica y RT- PCR desarrollados para otros peces.

. Si las CGPs en Totoaba macdonaldi se forman por mecanismos de preformacién se observard la

migracion de las mismas desde el endodermo del intestino hasta los primordios gonadales.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Identificar y caracterizar las CGPs y el nivel de expresién del gen Vasa en larvas de Totoaba

macdonaldi

1.4.2. Objetivos especificos

1. Describir, identificar y caracterizar las CGPs en Totoaba macdonaldi

2. Establecer el mecanismo de maduracion y edad de formacién (DDE) de las CGPs en Totoaba

macdonaldi

3. Determinar los niveles de expresion del gen Vasa en embriones y larvas de Totoaba macdonaldi,

por medio de retrotranscripcién y amplificacion con PCR.



29

Capitulo 2. Metodologia

2.1 Produccion de embriones

Los embriones de Totoaba macdonaldi se obtuvieron de un grupo de reproductores del "Centro
Reproductor de Especies Marinas del Estado de Sonora™ (CREMES). Cuando se detecté, mediante
canulacidn, la etapa madura de los reproductores, se indujo a la ovulacion y la espermiacién mediante una
inyeccién intramuscular de hormona liberadora de gonadotropina analoga, GnRHa (AquaGyn, North
Carolina, USA), en la musculatura epiaxial, situada debajo de la aleta dorsal. Las hembras fueron inducidas
al desove con una dosis total de 100 ug por kg de peso corporal. Los machos recibieron 50 ug de GnRHa
por kg de peso corporal. El desove ocurrié 24 h después de la induccién. Se tomaron fotografias de
embriones de todos los estadios, desde la etapa de 2 células hasta la larva recién eclosionada y se
conservaron inmediatamente en solucion de estabilizacion RNAlater ™ (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad CA, EE. UU.) para analizar la expresién del gen Vasa. Para el analisis de
inmunofluorescencia “Whole mount”, los embriones se fijaron y conservaron en paraformaldehido al 4%

(PFA) en solucidn salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7.4) hasta su posterior procesamiento.

Para estudiar las CGPs durante la etapa larval, un lote de embriones fue transportado desde el
CREMES al Laboratorio de Cultivo de Peces Marinos del “Centro de Investigacién Cientifica y de Educacion
Superior de Ensenada” (CICESE) en bolsas de plastico con oxigeno a saturacién y una temperatura de 18 °C.
Una vez en el laboratorio, se analizé una muestra bajo el microscopio para verificar el desarrollo y la
viabilidad. La descripcién del desarrollo embrionario se realizé con base a la descripcion de Danio rerio

(Kimmel et al., 1995).

2.2 Cultivo larvario

Una vez en el CICESE, las larvas se mantuvieron desde la eclosién hasta los 30 DDE (dias después
de la eclosién) en el sistema de cultivo larvario, siguiendo el protocolo ya establecido en el laboratorio de
peces marinos, que consiste en la incubacién de los embriones a una densidad de 50 a 80 por litro, en un
tanque coénico de fibra de vidrio de 2000 L de capacidad con suministro de aire, una temperatura de 25 *

1 °C, salinidad de 34 + 1 %o y oxigeno disuelto a saturacion 6.9 + 0.4 mg L. El fotoperiodo fue de 24 h de
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luz hasta el dia 3 DDE, posteriormente, el fotoperiodo se ajusté a 12 h de luz: 12 h de oscuridad hasta que

el cultivo larval finalizé el dia 30 DDE.

Las larvas iniciaron la alimentacién exdgena a los 3 DDE con rotiferos (Brachionus plicatilis) a una
densidad de 1 por mLy gradualmente la densidad de presas aumentd a cinco por mL. Los rotiferos fueron
alimentados con pasta de microalgas (Instant Algae, Reed Mariculture Inc. USA) y enriquecidos, 12 h antes
de alimentar a las larvas, con una emulsién oleosa de origen marino, Origreen® (Skretting, Noruega) segin
a las instrucciones del fabricante. A los 10 DDE, se realizé un cambio gradual de rotiferos a nauplios de
Artemia recién eclosionados, el suministro de rotiferos fue disminuyendo progresivamente en una
proporcién de 75 %, 50 %, 25 % hasta llegar al 0 % el dia 23 DDE. Los nauplios de artemia se enriquecieron
con Origreen® (Skretting, Noruega) y se suministraron a una densidad inicial de 1 nauplio por mL hasta

una densidad final de 5 nauplios por mL.

El cambio gradual de nauplios de Artemia a alimento formulado (Otohime®, Reed mariculture,
Campbell, CA) se realizé de los 23 a los 30 DDE. Las larvas fueron alimentadas tres veces al dia (9:00, 14:00
y 18:00 h) a lo largo de todo el cultivo larval. Todos los procedimientos a los que fueron sometidos los
organismos durante este estudio estuvieron en concordancia con los estandares éticos para el uso de
peces en la investigaciéon de la American Fisheries Society (AFS) y se siguieron todas las pautas

institucionales aplicables para el cuidado de los animales.

2.3 Andlisis Histologico

Las larvas usadas para el andlisis histolégico fueron colectadas diariamente desde la eclosidn hasta
30 DDE. Las muestras fueron fijadas en solucién Davidson (Anexo 4) durante 24 h, una vez que concluyé
el periodo de fijacidn fueron preservadas en etanol al 70 % hasta su posterior analisis. Las larvas fueron
colocadas en “cassettes” histolégicos y sometidas a un proceso de deshidratacidn mediante una serie de
gradientes alcohdlicos (Anexo 5) en un procesador automatico de tejidos LEICA TP 1040. Las muestras
fueron embebidas en parafina (Anexo 5) usando un incluidor automatico LEICA EG 1160. Para obtener
secciones longitudinales de 5-6 um de grosor, se realizaron cortes histolégicos seriados de las larvas en un
microtomo LEICA RM2245. Los cortes obtenidos se fijaron en un portaobjetos con ayuda de un bafio con
agua desionizada, grenetina y alcohol a 50 °C y se dejaron secar 24 h a 65 °C en una estufa (Precision

Scientific Co, modelo 4). Las series obtenidas fueron tefiidas con el protocolo de hematoxilina- eosina
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(Anexo 6) previamente descrito por Gamble and Wilson (2002) y se montaron con resina sintética
(Cytoseal 60 Thermo Scientific). Las células germinales primordiales (CGPs) fueron observadas vy
fotografiadas con un microscopio Leica DMLS que contiene una cdmara digital. Las fotografias obtenidas

fueron editadas con el programa LAS Vision 4.3.

2.4 Analisis de inmunofluorescencia “Whole-mount”

La migracién de las CGPs se observd en diferentes etapas del desarrollo embrionario y larval. Se
recolectaron muestras de embriones desde el estadio de 1 célula hasta 24 h después de la fertilizacién
(HPF) en cada estadio embrionario y larvas desde la eclosion hasta 10 dias después de la eclosiéon (DDE).
Para detectar la proteina VASA se empled un anticuerpo primario policlonal anti-VASA DDX4/MVH-
marcador de células germinales primordiales (Abcam, Cambridge, 198 MA, USA). Este anticuerpo fue
usado siguiendo el protocolo de inmunofluorescencia “Whole mount” previamente descrito por
Pacchiarini et al. (2013) con algunas modificaciones. Los embriones y las larvas fueron fijados en
paraformaldehido (PFA) al 4 % en PBS (tampdn fosfato salino, pH 7.4) durante 48 h a 4 °C. Después de la
fijacidn se retird el corion de los embriones, este procedimiento se realizé con la ayuda de una lupa y con
pinzas de diseccién. Pare eliminar el PFA, las muestras fueron lavadas 4 veces con PBS y almacenadas a
— 20 °C en metanol durante 2 h. Posteriormente las muestras fueron hidratadas en Tritén al 1 % en PBS
(PBS-T) durante 5 minutos (se repitié tratamiento 3 veces) y bloqueadas con 3 % seroalbumina de bovino
(BSA) en PBS-T durante 2 h a temperatura ambiente. Las muestras fueron incubadas a 4 °C con el
anticuerpo primario anti-VASA (1:250) durante 48 h, posteriormente lavadas con PBS (4 veces durante 5
min cada una y 2 veces durante 20 min) e incubadas con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 anti-
conejo (1:500) (Molecular Probes Carlsbad, CA, USA), durante 24 h a 4 °C. Después se lavaron (4 veces
durante 5 min cada una y 2 veces durante 20 min) y se tifieron con tincién de contraste DAPI (10 pug/mL)
(Sigma Aldrich, Santa Cruz, 210 CA, USA). Después de 3 lavados con PBS durante 5 min, las muestras fueron
montadas con solucién acuosa (Dako). El control negativo fue tratado con el mismo protocolo, pero sin
utilizar el anticuerpo primario anti-VASA. Finalizando el tratamiento, los embriones y larvas fueron

visualizadas con un microscopio confocal Olympus FV1000.
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2.5 Analisis de los niveles de expresion del gen Vasa

Para determinar el momento del desarrollo embrionario o larval en el cual se forman las CGPs en
la especie Totoaba macdonaldi, se realizé una RT-PCR del gen Vasa. Este gen se expresa especificamente

en las células germinales primordiales, por ello se utilizé como marcador molecular para las CGPs.

2.5.1 Diseio de iniciadores para amplificacidon de gen Vasa
Gen Vasa

Basandonos en la premisa de que el gen Vasa es un gen universal y estd evolutivamente
conservado en la mayoria de los animales (Gustafson y Wessel, 2010) se disefiaron iniciadores con
secuencias del gen Vasa de otros peces teledsteos, incluyendo Nibea mitsukurii una corvina de la familia

Sciaenidae filogenéticamente cercana a la totoaba (Tabla 4).

Los iniciadores se disefiaron con el programa Primer3 (http://primer3.sourceforge.net/) (Untergasser

et al., 2012). Este programa muestra 4 opciones de pares de iniciadores, de los cuales se seleccionaron

uno, dos o tres con base a los siguientes criterios:

Longitud 6ptima de ambos iniciadores (17-22 pb)

e Contenido de G+C alrededor del 50-60 %, lo cual se traduce en temperaturas de alineamiento

cercanas, maximizando el rendimiento.

e Lastemperaturas de fusion o hibridacidn (Tm) entre 55-65 °C y cercanas entre ambos iniciadores,

se tuvo especial cuidado para evitar que hubiera mds de 5 °C entre la Tm del forward y el reverso.

e Se evitaron secuencias de 3 o mas Cs o Gs en las regiones terminales 3'.

e Se evitaron iniciadores con regiones complementarias (mds de 3 bases que se complementen

dentro de este)

e Se evitd la homologia entre los iniciadores sentido y antisentido.


http://primer3.sourceforge.net/
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Tabla 4. Iniciadores de teledsteos para gen Vasa.

Tamano

Secuencia del iniciador Especie Referencia
fragmento

F: ATGGCNTG(T/C)GCNCA(G/A)ACNGG 2187 pb. Oryzias latipes ~ Shinomiya et al.,
R:CATNCG(A/G)TCNGC(T/C)GC(A/G)TCNAGNAC 2000
F: ATGGCNTG(T/C)GCNCA(A/G)ACNG 2187 pb. Oryzias latipes  Shinomiya et al.,
R: (A/G)AANCCCAT(A/G)TC(T/C)AACAT 2000
F: GCTGACGCCACCATAAACCACCACTG 383 pb. Scophthalmus  Lin etal., 2012
R: CAGTGGTGGTTTATGGTGGCGTCAGC maxima

Nagasawa et al.,
F: GACTACAGGGTCTGAACGCA 116 pb. Salmo salar 2013
R: CGCGGTCACCATGAATACTA
Oncorhynchus  Yoshizaki et al.,
F: ATGGCNTGYGCNCARACNG 1941 pb mykiss 2000
R: CCDATYCTRTGNACRTAYTC

F: AGAGGTAGAGGTGGCAGAGG 176 pb Nibea Yazawa et al.,
R: GGTGTCTTCGTCTTCAGGCA mitsukurii 2010
F: AGCGAATTCAGTGGAGAGGA 248 pb Nibea Yazawa et al,
R: CCCGTCTTATAGTGGGCAAA mitsukurii 2010
F: AACAACACAGAAGGGGAACG 194 pb Nibea Yazawa et al,
R: CCCTGGTCATCACCTGATCT mitsukurii 2010

Los ocho pares de iniciadores disefiados fueron sintetizados por la compafiia Sigma Aldrich (Santa
Cruz, 210 CA, USA). Para comprobar si los iniciadores disefiados producian una amplificacion positiva, se
realizaron experimentos preliminares con el ADNc de las muestras de totoaba siguiendo el protocolo de
RT-PCR con las condiciones experimentales que se describen en el apartado 2.5.4. Un par de iniciadores
de los 8 sintetizados presentd amplificacidn positiva en el ciclo 26 (Anexol). El iniciador disefiado con base

a la secuencia de Nibea mitsukurii (Nmi Vasa) fue seleccionado para la fase experimental (Tabla 5).

Gen 18S

Los genes de referencia deben determinarse para cada ensayo experimental, pero debido a la
ausencia de informacion sobre el genoma de la totoaba se utilizd el 185 como gen de referencia, ya que

se ha utilizado en otros estudios con totaba (Galaviz et al., 2015). Este gen también se ha validado como
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gen de referencia en otros estudios del desarrollo embrionario en peces teledsteos. Tang et al. (2007)
recomendaron, entre otros, el 185 rRNA como gen de referencia en el desarrollo embrionario de pez cebra.
Del mismo modo, Fernandes et al. (2008) encontraron que en el lenguado del Atlantico (Hippoglossus

hippoglossus) la expresién del gen 18S era estable durante el desarrollo embrionario de esta especie.

Tabla 5. Iniciadores seleccionados para g-PCR. Se indican secuencias de los primers para Vasa y 18S, tamafio del
amplicén en pares de bases (pb), eficiencia de las reacciones (E) y coeficientes de determinancion de Pearson (R?).

Tamaiio
Gen Secuencia Fwd (5’ - 3’) Secuencia Rev (5’ - 3’) E R?
(pb)
18S CGGTTCTATTTTGTGGGTTTTC CTTTCGCTTTCGTCCGTCTT 126 0.98 1.00
Vasa AGAGGTAGAGGTGGCAGAGG GGTGTCTTCGTCTTCAGGCA 123 1.00 0.99

Los iniciadores que produjeron una amplificacidon positiva fueron optimizados (temperatura de

anillamiento y concentracion) como se indica en la siguiente seccion.

2.5.2 Optimizacion de los iniciadores

Se realizd la optimizaciéon de los iniciadores con base en dos aspectos: La concentracion del

iniciador y las temperaturas de anillamiento.

El primer Nmi Vasa fue probado a diferentes concentraciones (200, 400 y 800 uM) y temperaturas
(58, 59, 60 y 61 °C) en las condiciones experimentales descritas en la seccion 2.5.4. Con base a los
resultados, se selecciond una concentracién éptima de 200 uM y una temperatura de anillamiento de 60

°C (Anexo 1).
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2.5.3 Extraccion de RNA

Los embriones desde el estadio de 1 célula hasta la eclosién y las larvas desde la eclosidon hasta los
8 DDE se conservaron en RNAlater ™ y se congelaron en nitrégeno liquido a -196 °C para su posterior
analisis molecular. Se extrajo el ARN total de tres réplicas bioldgicas (30 embriones por réplica individual)
de cada etapa de desarrollo siguiendo el protocolo del kit PureLink ™ RNA Mini (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad CA, EE. UU.), con algunas modificaciones. Para maximizar la extraccién de RNA total se
procediod a la homogenizacion manual del tejido con micropistilo afiadiendo 6 uL de mercaptoetanol a los
600 ul del amortiguador de lisis. EIl ADN gendmico (ADNg) se elimind usando la digestién con DNasa |
(Ambion ™) a 37 °C durante 10 min, para detener la reaccién se aumento la temperatura a 75°C durante 5
min para inactivar la enzima. La pureza y concentracién total de ARN se midié por espectrofotometria
(Nanodrop® LITE, Thermo Fisher Scientific INC., Wilmington, EE. UU.) y la integridad se verificd mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1 %. Solo se utilizaron muestras de ARN con relaciones de

absorbancia (A260 / 280) entre 1.90 y 2.10 para la cuantificacidn de la expresion génica.

2.5.4 Retrotranscripcion y amplificacion (RT-qPCR)

Una vez obtenido el ARN total (500 ng) producto de la extraccién, se prosiguié con la sintesis de
DNA complementario del gen Vasa (ADNc) por medio de la retrotranscripcion. Para ello se utilizé el kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems; Carlsbad CA, USA) y se siguid el protocolo
recomendado por el proveedor en un termociclador Verity de 96 pocillos (Applied Biosystems). La reaccion
de RT-PCR se llevé a cabo agregando 2 pl de amortiguador RT 10x; 0.8 pl de mezcla de dNTP’s 25x, 1 pl de
enzima retrotranscriptasa (MultiScribe™), 2 ul de iniciadores random RT 10x; 4.2 ul de agua DEPCy 10 pl
de RNA total extraido de cada muestra, para tener un volumen de reaccion final de 20 pl. Las condiciones
del programa de transcripcion reversa (RT-PCR) fueron 10 min a 25 °C; 120 min a 37 °C; 5 min a 85 °Cy

finalmente se mantuvo a 4 °C.

El ADNc obtenido se amplific6 mediante reacciones de RT-gPCR que se llevaron a cabo con 4 puL
de ADNc; 0.5 pL (200 uM) de los iniciadores forward y reverso (Tabla 5) y 5 L de SYBR® Select Master Mix

(Applied Biosystems) por cada muestra, segln instrucciones del fabricante. Las muestras se procesaron en
paralelo utilizando el 185 como gen de referencia, elegido con los criterios anteriormente mencionados

(Ver apartado 2.5.1). Las reacciones, con un volumen total de 10 pL, se procesaron en placas de reaccion
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MicroAmp® Fast Optical de 96 pocillos (Applied Biosystems) cubiertas con adhesivo éptico MicroAmp®

(Applied Biosystems). Los niveles de expresion relativos de ARNm se calcularon mediante el método AACt
definido por Livak y Schmittgen (2001), este método es un analisis comparativo basado en el nimero de
ciclos en los que se puede detectar la sefial de fluorescencia (CT) del gen de referencia y del gen probado,
utilizando un umbral automatizado y una linea de base para determinar los valores de CT (software
StepOne ™ V2.3). Los valores de expresién del gen Vasa se normalizaron con los valores de expresion del
gen 18S. Las condiciones de la PCR fueron: una etapa inicial de desnaturalizacion y activacién de la
polimerasa durante 10 min a 95 °C; 40 ciclos de desnaturalizacién durante 15 s a 95 °C, anillado y extension
durante 45 s a 60 °C; y una curva final de fusidn de 60 °C a 95 °C durante 20 minutos para verificar la
ausencia de dimeros del cebador. Se realizaron curvas estandar de concentracidn con 4 diluciones seriadas
de ARN (2.5 -0.0025 ng/uL de ARN) para ambos genes. Se incluyeron controles negativos, agua ultra pura
libre de nucleasas en lugar de DNAc, en cada ensayo y par de iniciadores (Vasa y 18s). La secuencia de
nucledtidos para 18S esta disponible en GenBank con el nimero de acceso HM754483 (Galaviz et al.,
2015). Los iniciadores para gen Vasa fueron disefiados usando los cds completos de Vasa mRNA de Nibea
mitsukurii (GenBank nimero de acceso GQ404692) con el procedimiento descrito en el apartado anterior.
La especificidad de la RT-qPCR se analizd mediante secuenciacién del ADN y se realizé un analisis de curva

de fusidn para cada muestra para verificar la amplificacién individual.

2.5.5 Secuenciacion

Los productos de la PCR fueron purificados para eliminar los restos de iniciadores, nucledtidos y
sales con el kit QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen) y enviados a secuenciacidn. El fragmento fue enviado
a Langebio (Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad, Irapuato, Mexico) para corroborar la
amplificacion del gen Vasa. Las secuencias Forward y Reverse fueron analizadas con el software CLC

MainWorkbench 8.0 (https://www.giagenbioinformatics.com) para obtener una secuencia consenso.

Posteriormente, se realizd una busqueda por BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) en el banco de genes (GenBank) del National Center for

Biotechnology Information (NCBI) para corroborar la amplificacién del gen Vasa y comparar la secuencia
con la de otras especies filogenéticamente cercanas para conocer el grado de similitud de este gen con

respecto a otras secuencias dentro del GenBank.


https://www.qiagenbioinformatics.com/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

37

2.6 Analisis estadistico

Las diferencias significativas en los niveles de expresidon génica entre las diferentes etapas del
desarrollo se compararon mediante el analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de la prueba post
hoc de Newman-Keuls. Las variables se consideraron estadisticamente diferentes con P < 0.05. El andlisis

estadistico se realizé usando el software STATISTICA 8.0 ™ (StatSoft, Inc. EE.UU.).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario de T. macdonaldi tuvo una duracién de 28 h, desde la primera division
embrionaria hasta la eclosién, a una temperatura de 21 °C, no obstante, la duracién del desarrollo
embrionario puede variar con la temperatura. El huevo de totoaba tiene un tamafio aproximado de 800-
900 um, en las primeras divisiones presenta una segmentacién parcial o meroblastica que viene dada por
el abundante vitelo distribuido en el polo vegetal. El periodo de clivaje durdé 2 h y se extendié desde la
primera division celular hasta que el embrién presentd 64 células en el polo animal. Este periodo se
caracterizd por una serie de divisiones rapidas, llevadas a cabo en intervalos de 20 min entre una divisidon
y la siguiente, que condujeron al aumento en el numero de blastémeros. Con cada divisién se pudo
observar una disminucién en el tamafio de los blastdmeros. En el centro del embridn se observd la gota

de aceite que servira de reserva energética durante los primeros dias del desarrollo larval (Figura 10 A-E).

El periodo de blastula que comenzd cuando el embridn alcanzdé las 64 células y el blastodisco
adquirié una forma semiesférica (Figura 10F) se completé en 4 h. Los movimientos de epibolia comenzaron
y las células cubrieron en forma progresiva el huevo, desde el polo animal al polo vegetal. Este periodo
durd hasta que las células cubrieron cerca del 50 % de la superficie del huevo e inicié el proceso de

involuciodn, lo que indica el comienzo de la gastrulacién (Figura 10 F-H).

En la fase de gastrulacién, que durd aproximadamente 6.5 h, la epibolia continud y, ademas, se
produjeron los movimientos celulares morfogenéticos de involucidon, convergencia y extension,
produciendo las capas germinales primarias (epiblasto e hipoblasto). El anillo germinal se definié cuando
la cobertura del embrién era del 60 %, cuando se produjo la involucién de las células del epiblasto. Cuando
la cobertura del huevo llegd al 80 % aproximadamente, se formé un engrosamiento sobre el lado dorsal
del embrién denominado escudo embrionario, que da origen a la notocorda y al mesodermo axial (Figura
10 I-)). La etapa de gastrula finalizé con el cese de los movimientos de epibolia y con una cobertura celular
del huevo del 100 %, al final de este periodo se puede observar el eje corporal del embrién de totoaba

(Figura 10 K).

Durante el transcurso del periodo de segmentacion, que durd 15 h (Figura 10 L-N), se produjo la
formacién de las somitas, comenzando en la zona cefélica del cuerpo y progresando hacia la regién de la

cola. Se hicieron visibles los rudimentos de los drganos primarios y el esbozo de la cola. Se formé la
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notocorda y se desarrolld el tubo neural. A medida que avanzé el desarrollo embrionario se pudieron
observar los rudimentos de los ojos (Figura 10 M). La cola aumentd de tamaiio y se produjo la elongacidn
del embrién. Al final del desarrollo embrionario, aparecio la pigmentacién inicial de la piel y se observaron
los primeros movimientos musculares del embridn. A las 28 h de la primera divisidn celular se observé la

rotura del corion y la eclosién del huevo dando lugar a la larva (Figura 10 O-P).
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Figura 10. Estadios del desarrollo embrionario en Totoaba macdonaldi at 21 °C. Periodo de clivaje: A. Estadio de 2
células. B. Estadio de 4 células. C. Estadio de 8 células. D. Estadio de 16 células. E. Estadio de 64 células. Periodo de
blastula: F. Estadio de 128 células. G. Estadio de 512 células. H. 30 % de cobertura celular, movimientos epibdlicos.
Periodo de Gastrula: I. 60 % de cobertura celular del huevo, anillo germinal visible. J. 75 % de cobertura celular del
huevo. K. 90 % del huevo cubierto por células. Escudo embrionario y eje corporal del embridn visibles. Periodo de
segmentacion: L. Formacion de somitas. M. Estadio de 14 somitas. N. Estadio 20 somitas. Eclosion: O. Pigmentacion
temprana del embrién, rudimentos de ojos y notocorda. P. Elongacién del embrién. Empiezan movimientos de
eclosidn. Escala: 250 um
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3.2 Caracterizacion histologica de las CGPs

Se realizaron cortes histoldgicos de larvas desde 1 DDE hasta 30 DDE, solo se presentan los cortes

en los cuales se pudieron ver las CGPs.

Las CGPs, que dardn origen a los gametos, se observaron por primera vez en larvas de 6 DDE, de
aproximadamente 4 mm de longitud. En esta etapa, las células germinales se encuentran en la zona donde
se formara el primordio gonadal. Las CGPs se identificaron por su morfologia caracteristica: gran tamafio
(10- 15 um), forma ovalada, contornos irregulares y nucleos grandes (7-10 um). Se localizaron en una zona

situada encima del intestino posterior dentro de la cavidad peritoneal (Figura 11).

Figura 11. Desarrollo temprano de la génada de Totoaba macdonaldi en una larva de 6 DDE. A. Secciones sagitales
de una larva de 3.9 mm +0.3. El 4rea en el recuadro corresponde al primordio gonadal; PI, intestino posterior; Al,
intestino anterior; M, intestino medio; SB, vejiga natatoria. Escala 200 um. B. Ampliacién del recuadro. Las flechas
indican CGPs; PI, intestino posterior. Escala del recuadro superior 20 um. Tincidon con Hematoxilina-eosina.

Las secciones sagitales de una larva de 9 DDE mostraron un aumento en el nimero de CGPs con
respecto a etapas anteriores. En los cortes se observd el primordio gonadal, que da lugar a ovarios o
testiculos, en forma de estructura elongada en cuyo interior se encuentran 7 CGPs. Este rudimento se
localizé en el extremo inferior de la vejiga natatoria, entre el peritoneo y el intestino posterior, en el lugar

donde se desarrollara la génada (Figura 12).
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Figura 12. Desarrollo temprano de la génada de Totoaba macdonaldi en una larva de 9 DDE. A. Secciones sagitales
de una larva de 5.1 mm 20.3. El area en el recuadro corresponde al primordio gonadal; L, Higado; PI, Intestino
posterior; Al, Intestino anterior; ND, Conducto nefritico; SB, vejiga natatoria. Escala 200 um. B. Amplificacion del
recuadro. Las flechas indican CGPs; P, peritoneo; SC, Células somaticas. Escala del recuadro superior 10 um. Tincion
con Hematoxilina-eosina

En la larva de 11 DDE, se observé un incremento del grosor del primordio gonadal. El esbozo de la
futura génada se formé como resultado de la mitosis de las células somaticas. Se puede observar como
las CGPs agrupadas en el primordio son rodeadas por algunas células somaticas que formaran el tejido de

sostén de la génada en desarrollo (Figura 13).

Figura 13. Desarrollo temprano de la génada de Totoaba macdonaldi en una larva de 11 DDE. A. Secciones sagitales
de una larva de 5.8 mm %0.3. El area en el recuadro corresponde al primordio gonadal; L, Higado; PI, Intestino
posterior; Al, Intestino anterior; MI, Intestino medio; ND, Conducto nefritico; SB, vejiga natatoria. Escala 200 um. B.
Ampliacidn del recuadro. Las flechas indican CGPs; P, peritoneo; SC, Células somaticas. Escala del recuadro superior
10 pm Tincidn con Hematoxilina-eosina.
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En lalarva de 16 DDE se observé el crecimiento de la estructura gonadal indiferenciada situada en

el interior de la cavidad peritoneal. La proliferacidon de las células somaticas gonadales que rodean a las
CGPs dio como resultado un aumento tanto en la longitud como en la anchura de la génada. Se observaron
4 CGPs en el interior de la gédnada en desarrollo, sin embargo, la proliferacidon de las CGPs no pudo ser

observada en ninguno de los cortes realizados en larvas de hasta 30 DDE. (Figura 14).

Figura 14. Desarrollo temprano de la génada de Totoaba macdonaldi en una larva de 16 DDE. A. Secciones sagitales
de una larva de 7.1 mm 20.7. El drea en el recuadro corresponde al primordio gonadal; L, Higado; PI, Intestino
posterior; Al, Intestino anterior; MI, Intestino medio; ND, Conducto nefritico; SB, vejiga natatoria. Escala 200 um. B.
Ampliacion del recuadro. Las flechas indican CGPs; P, peritoneo; GP, Primordio gonadal. Escala del recuadro superior
10 um. Tincién con Hematoxilina-eosina.

3.3 Resultados del analisis de inmunofluorescencia

Durante el periodo de clivaje, la sefial de proteina VASA positiva se localizé en una nube de puntos
situada en el polo vegetal en embriones de 2-4 células. Se observd tincién positiva para DAPI en los nucleos
de los blastomeros, aunque no en el polo vegetal, donde no hay células (Figura 15 A-B). En el periodo de
blastula no se observd marcaje positivo para proteina VASA en ninguno de los embriones estudiados. En
el periodo de gastrula temprana, con aproximadamente un 60 % epibolia, se observaron por primera vez
las células germinales primordiales en una posicion extraembrionaria, alrededor de las regiones periférica
y dorsal del anillo germinal. En esta fase se observaron 7 células situadas en el ecuador del huevo. En el
citoplasma celular se observé un marcaje verde intenso que indico la presencia de la proteina VASA en
regiones citoplasmaticas, en los nicleos de las mismas se observé tincidén nuclear positiva, indicando la

presencia de ADN (Figura 15 C-D).
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El cambio en la localizacidn de las CGPs en la etapa embrionaria de 10 somitas, con respecto a la

etapa de gastrula media, indicd el inicio de la migracién activa. Se observaron entre 8 y 12 CGPs en el
sector medio de la longitud del embridn, desde la cabeza hasta la cola, situadas entre las somitas. Algunas

de estas CGPs se encontraron detras de la cabeza, en el tronco o en las regiones ventrales (Figura 15 E-F).

Durante la etapa de eclosion se observé una poblacidn, de entre 16 y 20 CGPs, que continud la
migracion entre las somitas a lo largo del eje embrionario, aunque su distribucién se restringi
gradualmente al area donde se formara la gédnada durante el desarrollo larval (Figura 15 G-H). La migracion
de las CGPs se completd a las 7 DDE cuando se puedo observar un grupo de CGPs asentadas en el primordio

gonadal y rodeadas por células somaticas (Figura 15 I-J).
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Figura 15. Inmunofluorescencia Whole-mount para CGPs con el anticuerpo policlonal contra proteina VASA
DDX4/MVH. Anilisis confocal llevado a cabo usando el programa FV10- ASW 4.2 Viewer. Las cabezas de flecha
indican células positivas para proteina VASA. Las muestras fueron contratefiidas con DAPI. Las imagenes fueron
procesadas usando inkscape. A. Embrién de 2 células. Escala 200 um. B. Embrién de 4 células. Escala 200um. C. Fase
de gastrula al 60 %, escala 200 um. D. Ampliacidn del recuadro en C. Escala 10 um. E. Embrién de 8 somitas. Escala
200 um. F. Amplificacién del recuadro en E. Escala 10 um. G. Periodo de eclosion. Escala 200 um. H. Ampliacion del
recuadro en E. Escala 10 um. 1. Larva de 8 DDE. Escala 500 um. J. Ampliacién del recuadro en I. Escala 10 um.

3.4 Niveles de expresion del gen Vasa

El perfil de expresidn del gen Vasa mostro valores positivos solo para el desarrollo embrionario y
larval temprano. En la etapa embrionaria de 2 a 4 células y en la fase de blastula media (epibolia al 30 %),

se observaron los valores mas altos. Los niveles de expresién disminuyeron en forma progresiva desde la
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fase de gastrula (60 % epibolia) y alcanzaron su valor minimo en las etapas de somitogénesis, eclosion, 0

DDE y 1 DDE. No se detectaron niveles de expresion del gen Vasa en larvas de 3,5y 7 DDE (Figura 16).
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Figura 16. Perfil de niveles de expresion del gen Vasa en embriones de Totoaba macdonaldi (2-4 células, blastula
media, gastrula, somitogénesis y eclosion) y larvas (0, 1, 3, 5, 7 DDE). Validacién de patrones de expresion del gen
Vasa mediante qPCR. Niveles de expresion del gen 18S fueron usados como control interno. Los valores indican la
media con desviacion estandar (DE) por triplicado. Las diferencias significativas (letras minusculas) fueron detectadas
mediante andlisis de varianza (ANOVA). Una vez que se determind que existian diferencias significativas (P<0.05), se
realizé un test post-hoc Newman- Keuls (SNK). Para realizar todos los andlisis se empled el programa STATISTICA 8.0™
(StatSoft, Inc. USA).

3.4 Amplificacion del gen Vasa

Se amplificd un fragmento de 123 pares de bases (pb), pero solo se dejé un fragmento de 83 pb
después de la eliminacion de los cebadores (AGGCTTTGGAGGAGGGGAAGACAAAGAAAATAAGGATGAAA
GTGATGGTGACCGACCCAGGGTCACGTACATTCCCCCGACC). Este fragmento de 83 pb coincidié con los

ARNm del gen Vasa de cinco especies de la familia Scianidae, con una identidad superior al 95 % (Tabla 6).



Tabla 6. Resultado del BLAST para el fragmento de 83 pb después de quitar los iniciadores.
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M
Descripcion ax' Total Cobertura ValorE Identidad Acceso
puntaje
Larimichthys crocea DEAD-box 148 148 100 % 1.00E-32 99 % NM_001303336
helicase 4 (ddx4), mRNA
Argyrosomus japonicus Vasa 147 147 98 % 5.00E-32 99 % LC317109
mMRNA for VASA protein,
complete cds
Nibea albiflora Vasa mRNA 137 137 100 % 3.00E-29 96 % LC317110
for VASA protein, complete
cds
Nibea mitsukurii Vasa mRNA, 137 137 100 % 3.00E-29 96 % GQ404692
complete cds
Pennahia argentata Vasa 132 132 100 % 1.00E-27 95 % LC317111

mMRNA for VASA protein,
complete cds
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Capitulo 4. Discusion

En este estudio, se describieron por primera vez las CGPs y su patrén de migracidon en T.
macdonaldi. Ademas de la caracterizacion morfoldgica de estas células, la deteccién de ARNm del gen

Vasa y la proteina VASA, se ha utilizado para una identificacion mas precisa

Las CGPs son los precursores embrionarios de los gametos y dan origen a las espermatogonias en
los machos y a las oogonias en las hembras. Estas células se pueden observar en organismos donde la
génada no estd morfoldégicamente desarrollada (Extavour y Akam, 2003; Rosner et al.,, 2009). Los
resultados del andlisis morfolégico de las larvas mostraron que las CGPs tienen las caracteristicas tipicas
de estas células, como un tamano mayor que las células somaticas, forma oval, contornos irregulares y
una alta relacion nucleo-citoplasma, lo que permitio la identificacidn de las CGPs en los cortes histoldgicos.
Estudios previos en pez cebra describieron la presencia de inclusiones citoplasmicas granulares, llamadas
nauge, que se encontraban en estrecha asociacién con grupos de mitocondrias y cerca de la envoltura
nuclear (Braat et al.,, 1999). Estas estructuras electro-densas, formadas por ARN y proteinas,
probablemente estan involucradas en la regulacién de la transcripcién y, por lo tanto, en la diferenciacion
de las células germinales (Seydoux y Dunn, 1997). El analisis histolégico mostré algunas aglutinaciones en
el citoplasma que podrian ser el nauge, aunque se necesitarian analisis mas detallados con microscopia

electrénica para confirmar esta hipotesis.

Los resultados histoldgicos del presente estudio sugieren que las CGPs en la larva de 6 DDE seguian
en movimiento hacia el mesenterio dorsal. El proceso de migracién de estas células no se completd hasta
los 9 DDE cuando se observo una cresta germinal con algunas CGPs rodeadas por células somaticas en el
lado dorsal del peritoneo. En la larva de 11 DDE, se pudo observar el engrosamiento del primordio gonadal
como resultado de la proliferacion de un grupo de células somaticas que rodean a las CGPs, lo que indica
el inicio del desarrollo gonadal. Estudios previos han demostrado que las CGPs de los peces tienden a
proliferar después de alcanzar las crestas germinales (Yoshizaki et al., 2002) por tanto, la proliferacion
celular y el consiguiente aumento en el tamafo de las gédnadas en desarrollo se deba a la interaccion
cercana entre las CGPs y los precursores de las células somaticas derivadas del peritoneo (Okuthe et al.,

2014).

Las moléculas de sefializacién requeridas para la proliferacion de las CGPs en peces todavia no
estan claras, aunque se presume que existen factores de crecimiento que se expresan en las células

somaticas circundantes involucrados en este proceso (MclLaren, 2003). En embriones de trucha arcoiris
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(Oncorhynchus mykiss) se identific6 un factor de crecimiento (GSDF), que se expresa en las células
somaticas de la cresta germinal durante la embriogénesis. La inhibicién del factor GSDF suprimié la

proliferacién de las CGPs en esta especie (Sawatari et al., 2007).

Aunque la proliferacién de las CGPs en peces teledsteos se da cuando la migracién ha finalizado,
el momento en el que ocurre varia en funcidn de la especie, en el atun amarillo (Thunnus albacares), la
proliferacién de las células germinales comenzé entre los 14 y 20 DDE (Kobayashi et al., 2015), mientras
que en el salmén del Atlantico (Salmo salar) ocurre a los 139 dias después de la fecundacién (DDF),
posiblemente debido a la baja temperatura a la que se desarrolla el embridn (Nagasawa et al., 2013). La
proliferacién de las CGPs no se encontrd en las secciones histoldgicas de las larvas de totoaba, aunque los
estudios de Nibea mitsukurii, otra especie de familia Scianidae, mostraron que las CGPs comenzaron a
proliferar a los 23 DDE, cuando las células somaticas empezaron a recubrir a las CGPs, después de la

formacién del primordio gonadal (Takeuchi et al., 2009).

Los resultados del andlisis de inmunofluorescencia mostraron una sefial positiva para proteina
VASA en embriones en fase de desarrollo de 2 y 4 células respectivamente, en las primeras divisiones
celulares en el periodo de clivaje. Se detectd una fuerte sefial en el polo vegetal del huevo, lo que sugiere
qgue en esta zona hay una alta concentracion de proteina VASA. Mahowald (1972) demostré que en el
huevo de Drosophila melanogaster hay unas estructuras granulares que tienen funciones conservadas en

la formacidn, supervivencia y migracion de las células germinales, denominadas plasma germinal.

El plasma germinal es una coleccién de ARNm y proteinas situadas en una region del citoplasma
del ovocito, cuando el ovocito es fertilizado y comienzan las divisiones celulares se segregard sélo en
ciertas células, las cuales se convertirdn en las CGPs del embrién en formacion. Los experimentos pioneros
sobre la segregacién del plasma germinal se realizaron en la mosca de la fruta (D. melanogaster), en la
cual se descubrié que durante la ovogénesis los RNAm y proteinas especificas de la linea germinal son
sintetizados por las células de soporte (“nurse cells”). Estos productos son trasladados por puentes
citoplasmaticos al polo posterior donde se ensamblan y son heredados por las células que se convertirdn
en CGPs durante la embriogénesis temprana (Williamson y Lehmann, 1996). El ensamblaje del plasma
germinal en D. melanogaster esta dirigido por varios genes (gurken, staufen, spire, capuccino) entre los
cuales destaca el gen oskar (osk), que ademas controla el nimero de precursores de células germinales
formados en el polo posterior del embrién. La deslocalizaciéon del ARNm de oskar al polo anterior conduce
a la induccién de células germinales en la parte ectdpica, lo que indica que el gen oskar es un ultra

organizador del plasma germinal en Drosophila melanogaster (Ephrussi et al., 1992).
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En pez cebra, la segregacion del plasma germinal no esta clara, aunque ya se ha descubierto un

gen que podria cumplir la funcién de ultra organizador del plasma germinal como en D. melanogaster, el
gen bucky ball (buc). Este gen desempena un papel importante en la agregacion del plasma germinal en el
cuerpo de Balbiani durante la ovogénesis del pez cebra (Danio rerio). En ausencia del gen buc, durante la
ovogénesis y el desarrollo embrionario temprano, el plasma germinal falla en su agregacién, sin embargo,
la sobreexpresién de este gen resulta en un aumento del nimero de CGPs durante el desarrollo
embrionario. La formaciéon de novo del plasma germinal mediante el gen buc parece improbable porque
la expresion de los componentes del plasma germinal no se induce en el embrién temprano, lo que
reafirma la hipdtesis de que buc es un reclutador de los componentes del plasma germinal ya presentes

en el embrién temprano (Bontems et al., 2009, Saito et al., 2014).

Los resultados del estudio de inmunofluorescencia mostraron que las células con marcaje positivo
para proteina VASA no presentaban un crecimiento exponencial como las células somaticas. Knaut et al.
(2000) demostraron que en pez cebra el aumento en el nimero de células en el embrion no conlleva un
aumento en el ndmero de células que contienen plasma germinal. Este hallazgo podria ser una
consecuencia de la herencia asimétrica del plasma germinal, que consiste en que durante las primeras
fases del desarrollo embrionario en pez cebra el ARN de Vasa se segrega en uno de los dos blastémeros,
diferenciando a las CGPs de las células somaticas. En el estadio embrionario de 512 células, las células en
division segregan el ARN de Vasa en forma asimétrica a solo una de las células hijas. Después de esta fase,
el plasma germinal cambia su distribucion y se propaga en el citoplasma de las células que lo contienen'y,
después de la divisidn celular, es heredado por ambas células hijas. El cambio de la segregacién asimétrica
a simétrica se da en la etapa de blastula tardia, y precede a la etapa de proliferacién de las CGPs que da
como resultado un aumento en el nimero de CGPs (25-30) al final del primer dia de desarrollo (Yoon et
al., 1997; Knaut et al., 2000). La segregacion asimétrica del plasma germinal no se ha observado en todos
los peces teledsteos, en medaka (Oryzias latipes) el ARN Vasa no se segrega asimétricamente, sino que se
distribuye ampliamente en muchas células antes de su restriccién a las CGPs durante la gastrulacion
(Shinomiya et al., 2000). En totoaba macdonaldi no se detectd una distribucién asimétrica del plasma
germinal, aunque no podemos afirmar que la segregacion no se realice del mismo modo que en el pez

cebra.

En la totoaba, la proteina VASA se observa desde el desarrollo embrionario temprano, dentro del
polo vegetal del huevo, lo que indica su origen materno. El papel de la proteina VASA esta altamente
conservado entre diferentes organismos (Raz, 2000). Aunque las funciones de VASA no estdn claras, el

hecho de que esté presente en las CGPs nos brinda informacidn sobre su funcién especifica como factor
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determinante en el desarrollo de la linea germinal. En Danio rerio (Yoon et al., 1997) y Oryzias latipes
(Herpin et al., 2007), la proteina VASA se localiza en cuatro regiones, entre los blastdmeros del embrién
de 4 células. En T. Macdonaldi no se observé este patrén, lo que sugiere que existen diferencias en los
patrones de migracién entre los peces teledsteos. Estas diferencias podrian estar asociadas al tamaiio del

huevo y a la forma y diferencias en el desarrollo embrionario entre las especies (Robles et al., 2016).

En T. macdonaldi, las CGPs se observaron por primera vez en una posicién extra embrionaria en el
estadio de epibolia al 60 %, donde forman una linea en el borde del blastodermo. Estas células migran
desde el lado ventral del intestino hasta el mesodermo, presumiblemente en respuesta a la seializacion
de las células somaticas y finalmente, alcanzan el area del tejido donde se formara la cresta genital a los 6
DDE. En el pez cebra, el proceso de migracidn se lleva a cabo mas rapidamente, dentro de las primeras 20
h después de la fertilizacion (Molyneaux y Wylie, 2004). En la mayoria de los peces, el origen de las CGPs
es extra embrionario, lo que significa que estas células se localizan en el blastodermo en el polo vegetal,
donde se localizan los componentes maternos, incluida la proteina VASA (Herpin et al., 2007; Saito et al.,
2014). En los embriones de peces teledsteos, el blastodermo crece en el polo vegetal sobre la reserva
vitelina, pero sus células no se diferenciardan como parte de él. Por lo tanto, las CGPs se forman fuera del

embrién y durante la gastrulacidon migran a la futura ubicacion de las génadas (Weidinger et al., 1999).

Numerosos estudios se han centrado en investigar como estas células pueden migrar largas
distancias en un embrién, que aln no esta formado, para encontrar su objetivo. Weidinger et al. (2003)
encontraron que un factor quimiotdactico, una proteina de unién al ARN llamada Dead end (Dnd), que esta
presente en el plasma germinal, era necesaria para el inicio de la migracion y la supervivencia de las CGPs
en el pez cebra. Cuando se bloqued este factor, las CGPs no pudieron iniciar el movimiento. Otra
sefializacion quimiotdctica que actla como un atrayente de las CGPs en pez cebra es el Factor Derivado
del Estroma 1 (SDF-1), secretado por células somaticas de la cresta gonadal. Se ha observado que este
factor, ademas de servir como guia, esta involucrado en la polimerizacién de los filamentos de actina vy,
por lo tanto, en el movimiento del citoesqueleto celular (Doitsidou et al., 2002). Blaser et al. (2006)
observaron la generacion de protuberancias en la membrana celular de las CGPs en el pez cebra como
resultado de la activacion de la contraccidn de la miosina. Este estudio determiné que estas protuberancias
se formaron en la parte de la célula con mayor concentracion de SDF-1, lo que sugiere que este factor
también controla la direccion de la migracién. Otro estudio muestra que el factor quimiotactico SDF-1 esta
directamente involucrado en la pérdida de movilidad de estas células una vez que alcanzan el drea diana
en respuesta a las variaciones locales en la distribucion de SDF-1 (Reichman-Fried et al., 2004). Se sabe

que los factores quimiotacticos activan cascadas de sefializacién que permiten la migracién de las CGPs
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hasta su objetivo. Aunque, en este trabajo se describid el patrén de migracion de las CGPs de la totoaba,
son necesarios otros estudios para conocer el mecanismo quimico involucrado en el movimiento de estas

células.

Para confirmar la hipdtesis del origen materno del ARNm de Vasa, se analizé la expresion del gen
Vasa durante el desarrollo embrionario y larvario temprano. El nivel mds alto ocurrié en el desarrollo
embrionario temprano, hasta la etapa de blastula media. Resultados similares se han obtenido en estudios
del nivel de expresidn del gen Vasa para otras especies de peces: bacalao del Atlantico, Gadus morhua
(Presslauer et al., 2012); pez cebra (Yoon et al., 1997); Salmdn del atlantico, Salmo salar (Nagasawa et al.,
2013) y lenguado senegalés, Solea senegalensis (Pachiarini et al., 2013). El embridén no produce sus propios
ARNm hasta la activacién de la transcripcion en la etapa media de la blastula como mencionan Kane y
Kimmel, (1993), lo que nos lleva a pensar que este nivel de expresion se debe a factores maternos
acumulados en el huevo. Braat et al., (1999) encontraron que durante la etapa Il en la ovogénesis del pez
cebra, los transcritos del gen Vasa se localizan inicialmente en la corteza del huevo, rodeando todo el
ovocito. En otros peces teledsteos como la tilapia del Nilo, Oreochromis niloticus, se encontrd que el gen
Vasa se expresa fuertemente en el citoplasma de los ovocitos previtelogénicos (Kobayashi et al., 2000),
mientras que, en el sdbalo americano, Alosa sapidissima, se detectd una mayor expresién de Vasa en las
etapas tempranas de la ovogénesis y en todas las etapas de la espermatogénesis (Wu et al., 2018). Del
mismo modo, en O. latipes, |a sefial de VASA fue mds intensa en ovogonias y en los ovocitos en los estadios
Ill, se mantuvo en los ovocitos en etapas IlI-VI y se redujo en ovocitos en la etapa VIl (Yuan et al., 2014).
En estos estudios, la proteina VASA se observé en la gametogénesis, lo cual concuerda con la hipédtesis de
que los ARNm detectados en el desarrollo embrionario temprano podrian ser producidos endégenamente

durante la ovogénesis, y por lo tanto su origen es materno

La expresion del gen Vasa disminuyd desde la etapa de gastrula hasta 1 DDE, alcanzando un nivel
cero a los 3 DDE. El hecho de que no se detecte ninguna expresién de Vasa en el desarrollo larval de
totoaba no indica necesariamente que el gen haya dejado de expresarse. La aparente ausencia de
expresion podria deberse a los bajos niveles de transcripcién de Vasa, en comparacion con la sintesis de
nuevos ARNm, que enmascara la expresion de Vasa, como se sefiala en otro estudio de Blazquez et al.
(2010). La expresion de Vasa de la etapa de 2-4 células etapa hasta los 3 DDE, podria indicar que la
actividad del gen Vasa es necesaria para la migraciéon de CGPs y el hecho de que estas células estan cerca
de su objetivo, provoca el silenciamiento de este gen. Esta idea concuerda con los hallazgos en medaka
(Oryzias latipes) donde se requiere Vasa para la migracion de PGC, aunque no es necesario para la

supervivencia de estas células (Li et al., 2009).
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El gen Vasa de la totoaba mostré un grado de similitud alto con cinco especies de la familia
Sciaenidae con una identidad superior al 95 %, lo que indica que este gen esta altamente conservado entre
especies filogenéticamente cercanas. El descubrimiento de diferentes isoformas de ARNm de Vasa en
otros peces teledsteos como Oreochromis niloticus (Kobayashi et al.,, 2000) o Solea senegalensis
(Pacharinni et al., 2013) donde la expresién de los transcritos se detectd en la parte anterior, posterior y
media del ovario, asi como en los testiculos de adultos maduros, sugiere que este gen también estd
implicado en el desarrollo gonadal y la gametogénesis en ambos sexos. Aunque su funcion exacta no esta
clara, se cree que a través de su actividad helicasa, el gen Vasa podria ser critico en la regulacién
traduccional de los ARNm implicados en la diferenciacién de las células especificas de la gonada (Raz,
2000). Finalmente, los reducidos niveles de expresion extragonadales del gen Vasa, sugieren que los
productos de este gen pueden tener una implicacidn funcional en otros tejidos segun los estudios
mencionados anteriormente. Se necesitan estudios futuros para comprender la funciéon de otros

transcritos del gen Vasa en la morfogénesis gonadal de totoaba.

En conclusién, la presencia del ARNm de Vasa y la proteina VASA en la embriogénesis temprana
indican la existencia del plasma germinal en este pez de la familia Scianidae. Estos hallazgos sugieren que
el mecanismo de origen de las CGPs en T. macdonaldi es por preformacion. El gen Vasa podria estar
involucrado en la migracién de las CGPs, pero se necesitan otros estudios para aclarar su papel en la
supervivencia y la diferenciacién de estas células. El patrén de migracién de las CGPs esta bien conservado
entre los peces teledsteos, la totoaba no es una excepcion. Sin embargo; presenta diferencias en la
ubicacién de la proteina VASA en las primeras divisiones del embridon y los dias que tardan estas células en
llegar al primordio gonadal. Nuestros resultados nos permiten recomendar el aislamiento y la posterior
criopreservacion de estas células antes del dia 6 después de la eclosién, cuando el desarrollo embrionario
y larval se da a 21 ° C. La caracterizacidén de estas células es el primer paso para la conservacién de esta
especie y nos proporciona informacidn para comprender la génesis gonadal y la diferenciacién sexual en

Totoaba macdonaldi.
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4.1 Perspectivas futuras

Este trabajo se presenta como un primer paso para el futuro aislamiento y criopreservacion de las
CGPs de la especie Totoaba macdonaldi en un banco de germoplasma. La criopreservacion de estas células

supondria una alternativa para la proteccion de este recurso endémico de Baja California.

La criopreservacion de CGPs se ha llevado a cabo de manera exitosa en especies como la trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss), donde las CGPs descongeladas que se trasplantaron a la cavidad
peritoneal y se diferenciaron en espermatozoides y 6vulos maduros en las gdnadas del receptor. Ademas,
la fertilizacidon de huevos con espermatozoides derivados de CGPs criopreservadas dio lugar al desarrollo
de peces fértiles (kobayashi et al. 2007). En el pez cebra también se ha logrado la criopresevacion de las
CGPs con una alta tasa de supervivencia celular (90%) y ausencia de dafio en el ADN (Riesco et al., 2012).
El desarrollo de un protocolo de criopreservacion para las CGPs de la especie Totoaba macdonaldi es el

siguiente paso para preservar este recurso.

Los trabajos realizados anteriormente en peces han conseguido el aislamiento y posterior
trasplante de estas células con resultados exitosos (Saito et al., 2008; Takeuchi et al., 2004). No obstante,
la manipulacién de estas células, asi como de los embriones, es complejay el éxito de esta técnica depende
de factores como la compatibilidad de las células del receptor y donante, asi como la capacidad de las
células trasplantadas de recibir las sefiales quimicas que les permitan una migracion exitosa. Otro de los
problemas a los que se enfrenta esta técnica es la competencia de las CGPs enddgenas con las CGPs
trasplantadas (Shinohara et al.,, 2001) que conlleva una produccion de puestas mixtas. Dichos
inconvenientes se pueden evitar utilizando receptores que hayan sido previamente esterilizados sin que

la gonada pierda su funcionalidad.

El trasplante de CGPs de un donante en receptores estériles es util para la produccidn eficiente de
gametos derivados del donante. La triploidia (Yoshizaki et al., 2011), los tratamientos de hipertermia (Ito
et al., 2008), la radiacion (Chmilevsky et al., 1997) y el empleo de sustancias quimicas (Lacerda et al., 2012)
son métodos utilizados para la obtencidn de receptores estériles en peces. El busulfan (1,4-butanodiol
dimetanosulfonato) es una droga citotdxica que consigue eliminar las células germinales, bloquear su
migracion e impedir el desarrollo gonadal consiguiendo receptores estériles (Lacerda et al., 2012). Sin

embargo, sus efectos adversos sobre la fisiologia de los peces no han sido estudiados.
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En los peces triploides (Piferrer et al., 2009), las células germinales triploides proliferan
mitéticamente y ocupan el nicho de las células germinales en las génadas, aunque no pueden completar
la meiosis. Por lo tanto, la competencia por el nicho, entre las CGPs triploides enddgenas y las CGPs del
donante, puede estar presente en las génadas triploides, causando la eliminacidon de células donantes

genéticamente "menos" compatibles.

En la actualidad, un estudio realizado por Yoshikawa et al. (2018) propone una solucién para
conseguir receptores estériles. En este estudio, los gametos de cuatro especies de peces marinos
pertenecientes a la familia Sciaenidae, como la totoaba, fueron fertilizados artificialmente para producir
hibridos y el desarrollo de células germinales fue examinado a nivel molecular. La migracién de las CGPs
hacia las crestas fue exitosa en los embriones hibridos, pero las CGPs no proliferaban en sus génadas. Para
saber si el defecto en la proliferacidon era auténomo o causado por la incompatibilidad con las células
somaticas circundantes se realizd un trasplante intraperitoneal de CGPs funcionales de un organismo no
hibrido en un pez hibrido. Los resultados mostraron que las CGPs aumentaron en numero y se
distribuyeron en las crestas germinales de los receptores hibridos, lo que sugiere una proliferacidn exitosa
de las CGPs en el entorno somatico del receptor hibrido. Estudios posteriores mostraron un desarrollo
gonadico normal y gametos funcionales en ambos sexos. Los hibridos sin células germinales, obtenidos en
este estudio, tendrian mds nichos disponibles para CGPs de donantes y por tanto serian receptores
adecuados para el trasplante de células germinales, no solo en peces de la familia Scianidae, sino también

en otros peces marinos (Yoshikawa et al., 2018).

Otra solucion posible para la conservacion de la totoaba podria ser la posibilidad de emplear
células germinales no diferenciadas del testiculo (espermatogonias) para llevar a cabo este tipo de
trasplantes. La ventaja de las espermatogonias con respecto a las CGPs reside en que la criopreservacion
exitosa es mas facil en las primeras, debido a su pequefio tamafio. Sin embargo, hay que tener en cuenta
que solo las espermatogonias A son capaces de colonizar y proliferar en el esbozo gonadal de la larva
receptora (Okutsu et al., 2006). Por tanto, es fundamental conocer la fase de la espermatogénesis en la
gue se encuentra la génada de la especie donante antes de recolectar la suspensidon de espermatogonias

que serd inyectada en la larva receptora.

En estas técnicas de reproduccién asistida, independientemente de si la célula trasplantada es una
CGPs o una espermatogonia, el tamano de la larva donante y receptora, y por tanto la fase de desarrollo
en la que se encuentran, determinara si la colonizacién por parte de las células germinales exdgenas es

exitosa (Takeuchi et al., 2009).
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Capitulo 5. Conclusiones

e Las CGPs en Totoaba macdonaldi tienen un tamano de entre 10- 12 um, una elevada relacion

nucleo- citoplasma y un contorno irregular.

e La formacion del primordio gonadal situado en la cavidad peritoneal comienza a los 9 DDE en T.

macdonaldi a una temperatura de 21°C.

e El patron de migracion de las CGPs esta bien conservado entre los peces teledsteos, la totoaba no
es una excepcioén. Sin embargo, presenta diferencias en la ubicacién de la proteina VASA en las

primeras divisiones embrionarias y en la cronologia de su migracién hasta el primordio gonadal.

e Las CGPs llegan a la zona donde se formara el primordio gonadal entre los 8 y los 9 DDE, cuando

el proceso de migracidn de estas células se detiene.

e La presencia de ARNm de Vasa y de la proteina VASA en la embriogénesis temprana indica la

existencia de plasma germinal en este pez de la familia Scianidae.

e Elnivel de expresion del gen vasa alcanza su nivel mas alto en el desarrollo embrionario temprano,
lo que podria confirmar el hecho de que los ARNm del gen Vasa detectados hasta esta etapa se

producen durante la ovogénesis y, por lo tanto, su origen es materno.

e Las CGPs en T. macdonaldi se forman por el mecanismo de preformaciéon que es el mecanismo

que incluye la existencia de determinantes prelocalizados en el huevo.

e El gen Vasa y la proteina VASA podrian estar involucrados en la migracién de las CGPs, pero se

necesitan otros estudios para aclarar su papel en la supervivencia y diferenciacién de estas células.

e Se recomienda el aislamiento y la posterior criopreservacion de las CGPs antes de los 6 DDE
(cuando el desarrollo embrionario y larval se da a 21 ° C) para conservar el recurso genético de

este valioso pez de la familia Sciaenidae.
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5.1 Recomendaciones

e Ampliar el nimero de muestras del desarrollo larval entre el dia 10 DDE vy el dia 20 para poder

describir con mas detalle la proliferacion de las CGPs y la formacion del primordio gonadal.

e Se recomienda realizar marcaje con proteina VASA en ovocitos sin fertilizar para poder constatar

la presencia del plasma germinal.

e El protocolo de inmunofluorescencia “Whole mount” desarrollado en esta tesis para embriones y
larvas de totoaba macdonaldi puede ser utilizado para marcar otras proteinas como las moléculas
de sefalizacidn involucradas en la migracién, ayudando a entender los mecanismos involucrados

en la migracién de estas células en esta especie.

e Se recomienda identificar mas genes de referencia especie-especificos para los estadios de
desarrollo temprano, tanto embrionario como larval para conseguir resultados mds robustos en

cuanto a los perfiles de expresion del gen Vasa en totoaba macdonaldi.

e Se necesitan estudios adicionales para entender la funcidn de otros transcritos del gen Vasa en la

morfogénesis gonadal de la totoaba.

e Se recomienda continuar este trabajo aislando y criopreservando las CGPs para su posterior

trasplante.
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Anexo 1

Seleccion de iniciadores

Para comprobar si los 8 pares de iniciadores para Vasa producian una amplificacién positiva, se realizaron
experimentos preliminares con el ADNc de las muestras de totoaba siguiendo el protocolo de RT-gPCR con

las condiciones experimentales que se describen en el apartado 2.5.4.
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Figura 17. Resultados de la RT-gPCR. Amplificacion positiva en el ciclo 26 (color azul) de un par de iniciadores para
gen Vasa disefiado con base a la secuencia de Nibea mitsukurii (Nmi Vasa). Amplificacién positiva del gen de
referencia, 18S, en el ciclo 2 (rojo).
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Optimizacidon de iniciadores

Se realizd la optimizaciéon de los iniciadores con base en dos aspectos: La concentracion del iniciador y las
temperaturas de anillamiento. Se colocd en la placa de RT-gPCR una muestra con los primers a diferentes
concentraciones y temperaturas, y se eligieron las temperaturas y concentraciones que produjeron

amplificaciones con triplicados mas cercanos.
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Figura 18. Optimizacién de iniciadores a concentraciones (200, 400 y 800 uM) y temperaturas (58, 59, 60 y 61 °C)
en las condiciones experimentales descritas en la seccién 2.5.4. Se selecciond una concentracién éptima de 200 pM
y una temperatura de anillamiento de 60 °C.
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Curva de fusion

Permite identificar productos especificos de la PCR mediante el analisis de la temperatura de fusién (Tm)
gue se expresa en una curva cuya forma se relaciona con el contenido de GC, tamaio de los amplicones
y la secuencia de los mismos, por tanto, la Tm es especifica para cada producto (Ririe et al., 1997). El gen
18s presentd una Tm de 84.83, mientras que el gen Vasa presentd una Tm de 82.9, lo que permitié

diferenciar ambos productos (Figura 19).
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Figura 19. Curva de fusién del gen 18s (Tm de 84.23) y Vasa (Tm de 82.9)

El Ct se define como el nimero de ciclos requeridos para que la sefial fluorescente cruce el umbral de
deteccion. Cuanto mas bajo es el nivel de Ct, mayor es la concentracién del producto (Figura 20). El gen

18S (parte superior de la gréfica) presentd una concentracién mayor que el gen Vasa (parte inferior).
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Figura 20. Amplificacion del gen 18s (ciclo 2- 40) y Vasa (ciclo 28-40)
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Anexo 2

Protocolo de inmunofluorescencia para la deteccion de proteina VASA en embriones y larvas de Totoba

macdonaldi

1) Colectar los embriones con una pipeta Pasteur y depositar 10 en cada tubo Eppendorff

2) Fijar los embriones en PFA al 4% en solucién salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7.4) durante
48 horasa4°C

3) Decorionizar manualmente los embriones usando férceps a la lupa (IMPORTANTE: Realizarlo en
campana con cubrebocas para evitar intoxicaciones. Los embriones siempre deben estar cubiertos
con PFA mientras dura la decorionizacidn, la exposicion al aire puede generar autofluorescencia

4) Lavar las muestras cuatro veces en PBS para eliminar el PFA

5) Eliminar el PBS y afiadir metanol 100 %, enfriado a -20 °C gota a gota, almacenar a -20 °C durante
2h.

6) Hidratar los embriones en Tritdn al 1% en PBS (PBS-T) tres lavados 5 min cada uno. Temperatura
ambiente y agitacién constante (75 rpm)

7) Anadir solucién de bloqueo con sero-albumina de bovino al 3% (BSA) en PBS-T durante 2 h a
temperatura ambiente.

8) Incubacion del anticuerpo primario anti- VASA (1:250) durante 48 h a 4 ° C. Agitacidn constante.
75 rpm

9) Lavar con PBS (cuatro veces 5 min y dos veces 20 min) para eliminar el anticuerpo que no esté

anclado a la proteina VASA.

10) Incubacidn del anticuerpo secundario, Alexa Fluor 488 (1: 500) durante 24 ha 4 ° C.

11) Lavar con PBS (cuatro veces 5 min y dos veces 20 min)
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12) Contratincidn con DAPI (10 ug/ml) durante 5 min a temperatura ambiente.

13) Lavado con PBS (3 veces durante 5 min)

14) Montar muestras en solucidn acuosa para visualizar en el microscopio confocal Olympus FV1000.

El control negativo se traté con el mismo protocolo sin usar el anticuerpo primario anti-VASA.

Todas las soluciones se preparan con agua miliQ y posteriormente deben filtrarse para eliminar

residuos.

El pH de las disoluciones debe ser 7.2- 7.4

Para facilitar la penetracion, todos los lavados e incubaciones se realizaran con agitacion constante

de 75 rpm y a la temperatura indicada.
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Anexo 3

Preparacidn de la solucién paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS

El paraformaldehido es un derivado polimérico del formaldehido. Es un sdélido blanco y cristalino,
por tanto, para obtener la solucidon fijadora de trabajo es necesario disolverlo. El siguiente protocolo

describe la técnica para generar una solucién de paraformaldehido al 4% en PBS.

Precauciodn: El paraformaldehido es toxico. Deben usarse guantes, gafas de seguridad y trabajar
dentro de una campana extractora. Para pesar el PFA utilizar mascarilla. Lea la hoja de seguridad antes
de usarlo

(http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/FISQ/Ficheros/701a800/ns

pn0767.pdf).

Reactivos:

H,0 desionizada

HCI

NaOH (1 N)

Paraformaldehido en polvo (PFA)

PBS (1X)


http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/FISQ/Ficheros/701a800/nspn0767.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/FISQ/Ficheros/701a800/nspn0767.pdf
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Materiales:

Filtros

Vaso de cristal (para la disolucién del PFA)

Guantes y gafas de laboratorio

Placa calefactora con agitador magnético

Termometro

Procedimiento:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Para preparar 1 L de PFA al 4%, ainadir 800 mL de PBS 1X en un vaso de cristal con agitador
magnético. Péngalo en una placa calefactora en campana de extraccién o lugar ventilado.

CALENTAR SIN PASARSE DE LOS 60°C. LA DISOLUCION NO DEBE HERVIR

Anada 40 g de polvo de paraformaldehido a la disolucion de PBS previamente calentada.

El polvo no se disolvera inmediatamente en la solucién. Agregue NaOH 1 N gota a gota desde una

pipeta hasta que la solucidn se aclare.

Una vez que el PFA se ha disuelto, espere a que la disolucidn se enfrie y proceda a filtrarla.

Ajuste el volumen de la disoluciéon a un litro con PBS 1X.

Ajuste el pH a 7.2 aproximadamente afadiendo gota a gota HCl diluido.

La disolucién puede distribuirse en volimenes de 100 mL y congelarse (-20°C) o guardarse a 4 °C

en la oscuridad durante una semana.
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Fijacidn de las larvas de Totoaba macdonaldi para técnica histologica

Para fijar las larvas se colocan en solucidén Davidson con una relacién 1:3 (Tejido/Fijador) durante

24 horas a 4°C, posteriormente son sumergidas en etanol al 70% hasta su procesado histolégico.

Tabla 7. Preparado de solucidn fijadora Davidson (1L)

Agitar antes de usarse

Reactivo

Volumen (mL)

Glicerina
Formaldehido 37 %
Acido acético
Etanol 96 %

Agua de mar filtrada

100

200

100

300

300
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La deshidratacion de las larvas se realizd en el procesador automatico de tejidos, marca Leica TP

1040 con los siguientes tiempos y reactivos:

Tabla 8. Proceso de deshidratacion del tejido: 17h

Reactivo

Tiempo (h)

Etanol 80%

Etanol 95%-I
Etanol 95%-II
Etanol 100%-I
Etanol 100%-II
Etanol 100%-III
Benceno
Benceno
Parafina-I
Parafina- Il

Total

N N N PR NN DNNN

[
~N
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Previo a la tincidn, los cortes transversales de 5 um de espesor fueron colocados en portaobjetos,

desparafinados e hidratados siguiendo el siguiente protocolo:

Tabla 9. Proceso de desparafinacidn e hidratacion de los cortes

Reactivo Tiempo (h)
Xileno | 3 minutos
Xileno Il 3 minutos

Etanol 100%
Etanol 95%
Etanol 70%
Etanol 50%
Etanol 30%

Lavar en agua corriente*

15 inmersiones
15 inmersiones
15 inmersiones
15 inmersiones
15 inmersiones

3 minutos

* Hasta que el Xileno no flote en el agua
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Tabla 10. Tincion con Hematoxilina. Eosina

Reactivo Tiempo Especificaciones
Hematoxilina de Harris 3 min Efectuar agitacion lenta
Lavar en agua corriente 2 min Flujo de agua lento
Alcohol acido 1min Efectuar agitacion lenta
(0.3 ml HCI/200 ml Etanol 70%)

Lavar en agua corriente 5 min Flujo de agua lento
Carbonato de Litio/Sodio 2 min

Lavar en agua corriente 3 min Flujo de agua lento
Enjuagar con agua destilada 1 min

Etanol 96 % 1 min

Eosina “Y” 45 s Efectuar agitacién lenta

Etanol 95%-I
Etanol 95%-II
Etanol 100%-I
Etanol 100%-II
Xileno |
Xileno Il

Xileno Ill

10 inmersiones
10 inmersiones
15 inmersiones
15 inmersiones
5 min
5 min

5 min

Sin agitacion
Sin agitacion

Sin agitacion

*La agitacion se realiza con cuidado subiendo y bajando el portalaminillas dentro de los reactivos sin

golpear las laminillas para evitar que se rompan.

Después de la tincion se procede al montaje de las laminillas con resina sintética o Cytoseal 60 de baja

viscosidad.
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Anexo 7

Protocolo de extraccion de ARN mediante kit PureLink ™ RNA Mini (Invitrogen) con modificaciones

1) Introducir la muestra en tubo cénico de 2 mL, afiadir 6pL de mercaptoetanol + 600uL de buffer de

lisis.

2) Homogeneizar la muestra manualmente con ayuda de un micropistilo de plastico

3) Dar un vértex a los tubos

4) Filtrar en columna, procurando pasar todo el homogeneizado para no perder muestra

5) Centrifugar un minuto a 12000g

6) Afadir 600uL de alcohol al 70% (VT: 1200pL)

7) Centrifugar 600 pL durante 2 minutos a 12000 g, desechamos el sobrenadante quitando la camisa

de la columna

8) Anfadir los 600 L restantes, centrifugar 2 minutos a 12000g y vaciar camisa

9) Anadir 700 pL de buffer de lavado |

10) Centrifugar 20 s a 12000g

11) Afadir 500 uL de buffer de lavado Il

12) Centrifugar 30 s a 12000 g

13) Repetir pasos 11y 12

14) Eliminar el agua de la camisa y proceder al secado de la muestra mediante centrifugacion a 12000g

durante 1.5min.
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15) Desechar camisa y reemplazar por tubo recolector.

16) Afadir 40 pL de agua libre de RNAsas e incubar un minuto a temperatura ambiente

17) Centrifugar 2 min a 12000 g.

18) Tenemos 40 pL de RNA EN ELTUBO RECOLECTOR. CUIDADO NO DESECHAR LA CAMISA.

19) Afadir DNAsa | (Ambion ™) para eliminar ADN gendémico: 10uL de buffer del kit de DNAsa | + 1ulL

de enzima+ 40uL de muestra. Vértex muy suave.

20) Incubar a 37°C durante 10 minutos y aumentar a 75°C durante 5 min para detener la reaccion.

21) Verificar integridad y pureza. Almacenar a - 80°C para evitar degradacion.
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Anexo 8

Protocolo transcripcion reversa (RT-PCR) con el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription

Con el ARN total producto de la extraccién se obtuvo el ADN complementario mediante el

protocolo mencionado a continuacion:

Preparacion del master mix:

1) Preparar el master mix RT (2X) en el hielo, anadiendo las cantidades especificadas en la tabla 11 por
cada muestra/ reaccion. Al preparar el master mix incluir reacciones adicionales en los célculos teniendo

en cuenta la pérdida del reactivo por transferencia.

Tabla 11. Volimenes de componentes del master mix por muestra

Componente Volumen (uL)
Amortiguador RT (10X) 2
dNTP Mix (25X) 0.8
Iniciadores random RT (10X) 2
Enzima retrotranscriptasa (MultiScribe™ ) 1
H-,0 libre de nucleasas (DEPC) 4,2
Reaccidn total por muestra 10

2) Poner 10 L de master mix (2X) en cada uno de los 96 pocillos.

3) Afiadir 10 pL de ARN total extraido de cada muestra en cada pocillo, para tener un volumen total de 20
pL por pocillo. Mezclar el contenido de cada pocillo bajando y subiendo el volumen con la pipeta dos veces

(no olvidar cambiar de punta entre un pocillo y el siguiente).

4) Sellar las placas.

5) Centrifugar la placa para eliminar cualquier burbuja de aire.
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6) Colocar la placa en hielo hasta que esté listo el termociclador. Cargar la placa.

7) Las condiciones del programa de transcripcién reversa (RT-PCR) fueron 10 mina 25 °C; 120 mina 37 °

C; 5mina 85 ° Cy finalmente se mantuvo a4 ° C.

8) Aiadir 180 L de agua libre de nucleasas (DEPC) a cada muestra para obtener un volumen final de 200

pL.
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Protocolo de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) con SYBR® Select Master Mix (Applied Biosystems)

El ADNc obtenido se amplific6 mediante reacciones de gPCR que se llevaron a cabo con 4ul de

ADNCc vy 6uL de master mix por cada muestra (tabla 12). Las muestras se procesaron en paralelo utilizando

el 18S como gen de referencia (Tabla 13).

Tabla 12. Master mix por muestra gen Vasa

Componente

Volumen (pL)

SYBR® Select Master Mix
Forward gen Vasa (200uM)
Reverso gen Vasa (200uM)

Reaccidn total por muestra

5

0.5

0.5

Tabla 13. Master mix por muestra gen 18S

Componente

Volumen (uL)

SYBR® Select Master Mix
Forward gen 18S (200uM)
Reverso gen 18S (200uM)

Reaccidn total por muestra

5

0.5

0.5




1)

2)

3)

4)

5)
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Prepare el master mix para ambos genes teniendo en cuenta el nimero de muestras (no olvidar

gue cada muestra se procesa por triplicado y por gen) ademds de los controles negativos.

Coloque 6 uL de master mix en cada pocillo, después afiada 4 uL de muestra. Las reacciones, con
un volumen total de 10 L, se procesan en placas de reaccién MicroAmp® Fast Optical de 96

pocillos (Applied Biosystems)

Cubra la placa con adhesivo 6ptico MicroAmp® (Applied Biosystems).

Programe las condiciones de PCR: una etapa inicial de desnaturalizacién y activacién de la
polimerasa durante 10 min a 95 ° C; 40 ciclos de desnaturalizacién durante 15 s a 95 ° C, anillado
y extensién durante 45 s a 60 ° C; y una curva final de fusiéon de 60 ° C a 95 ° C durante 20 minutos

para verificar la ausencia de dimeros del cebador

En los controles negativos sustituya la muestra por agua libre de nucleasas (DEPC).
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Anexo 10

Protocolo de purificacidn de productos de qPCR con el kit QlAquick PCR Purification (Qiagen)

Los productos de la gPCR fueron purificados para eliminar los restos de cebadores, nucledtidos y

sales para ser enviados a secuenciaciéon

Antes de empezar:

e Agregue etanol (96-100%) al Buffer PE antes de usarlo (vea la etiqueta de la botella para el

volumen).

e Todos los pasos de centrifugacion se llevan a cabo a 17900 x g (13,000 rpm) en una microcentrifuga

de mesa a temperatura ambiente.

e Agregue 1: 250 de indicador de pH | al tampdn PB (es decir, agregue 120 pl de indicador de pH 1 a
30 ml de tampdn PB). El color amarillo del tampdn PB con indicador de pH | indica un pH de

aproximadamente 7.5

Procedimiento:

1) Agregue 5 volimenes de tampdn PB a 1 volumen de muestra de PCR y mezcle.

2) Si el indicador de pH | se agregd a Buffer PB, verifique que el color de la mezcla sea amarillo. Si el color
de la mezcla es naranja o violeta, agregue 10 ul de acetato de sodio 3 M, Ph 5.0, y mezcle. El color de

la mezcla se volvera amarillo.

3) Coloque la columna QlAquick en un tubo de recoleccion de 2 ml.

4) Ponga la muestra en la columna QlAquick y centrifugue durante 30-60 s.

5) Descartar el sobrenadante del tubo de recoleccion. Coloque la columna QlAquick de nuevo en el mismo

tubo. Los tubos de recoleccidn se reutilizan para reducir los residuos de plastico.
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6) Para lavar la muestra, agregue 0,75 ml de tampdn PE a la columna QlAquick y centrifugue durante 30-

60s.

7) Deseche el liquido del tubo de recoleccidn y coloque la columna QlAquick nuevamente en el mismo

tubo. Centrifugue la columna por 1 minuto adicional.

8) Coloque la columna QlAquick en un tubo de microcentrifuga limpio de 1.5 ml.

9) Para eluir el ADN, agregue 50 ul de tampdn EB (Tris - CI 10 mM, pH 8,5) o agua (pH 7,0-8,5) en el centro
de la membrana QlAquick y centrifugue la columna durante 1 min. Alternativamente, para aumentar
la concentracion de ADN, agregue 30 pl de tampdn de elucidn en el centro de la membrana QlAquick.

Deje reposar la columna durante 1 minuto y luego centrifugar de nuevo.

10) El ADN purificado debe analizarse en un gel. Agregar 1 volumen de colorante de carga a 5 voliumenes

de ADN purificado. Mezcle la solucién pipeteando arriba y abajo antes de cargar el gel.
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