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Resumen

La existencia del mecanismo de imprinting en pez cebra puede ser util para
estudiar el papel que cumple este mismo fendmeno en mamiferos. Para intentar
averiguar como tiene lugar el imprinting en pez cebra, se han construido larvas
haploides ginogenotas y androgenotas. Las larvas haploides ginogenotas se produjeron
por fertilizacion de ovocitos con espermatozoides radiados con luz UV, y las larvas
haploides androgenotas por fertilizacion de ovocitos radiados con luz UV con
espermatozoides sin radiar. La radiacidn UV no es eficaz en la inactivacion del material
genético materno, de ahi que se obtuviera un mayor porcentaje de larvas haploides
ginogenotas que androgenotas. Se observd una mayor tasa de desarrollo hasta larva
de 24 horas en androgenotas, que indicaria de un lado que la radiacién UV del oocito
solo afecta a la cromatina nuclear pero no a la organizacién ooplasmatica y, de otro,
gue el material genético paterno es mdas importante en las primeras etapas del
desarrollo embrionario que el genoma materno o bien que la activacion mediante el
espermatozoide radiado previamente no es totalmente eficiente. Las larvas haploides
sobrevivieron, en algunos casos, hasta 11-16 dias. Este hecho es de gran relevancia, ya
que hasta ahora solo se habian observado supervivencias maximas de hasta 5 dias. El
uso de los cultivos celulares derivados de tales larvas en experimentos de transplante
nuclear de células somaticas, permitira evaluar mejor la capacidad del ovocito para
reprogramar el nucleo de células somaticas haploides procedentes de larvas ya

totalmente diferenciadas.



Abstract

The existence of the imprinting mechanism in zebrafish can be useful for
studying the role of this phenomenon in mammals. To try to investigate how
imprinting occurs in zebrafish, we have been constructed androgenetic and
ginogenetic haploid larvae. Ginogenetic haploid larvae were produced by fertilizing
eggs with sperm irradiated by ultraviolet light, and the androgenotic haploid larvae by
fertilization eggs irradiated by ultraviolet light by sperm without irradiate. Ultraviolet
radiation is not effective in the inactivation of the maternal genetic material, hence to
obtain a higher percentage of ginogenetic haploid larvae than androgenotic. There was
a higher rate of development to larvae of 24 hours in androgenetic, indicating in one
hand that the ultraviolet radiation of the oocyte only affects the nuclear chromatin
organization but not affects the ooplasmatic one and, in the other hand, that the
paternal genetic material is more important in the early stages of embryonic
development than the maternal genome or that the activation by previously irradiated
sperm is not totally efficient. Haploid larvae survived, in some cases, up to 11-16 days.
This is very important because until our studies it hadn’t been observed survival up to
5 days. The use of cell cultures derived from these larvae in somatic cell nuclear
transplantation will allow us to evaluate better the ability of the oocyte to reprogram

the nucleus of somatic cells from haploid larvae fully differentiated.
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I. INTRODUCCION

1.1. Caracteristicas biologicas del pez cebra

1.1.1. Caracteristicas generales

El pez cebra, perteneciente al género Brachydanio (Fam. Cyprinidae), es un pez
tropical de agua dulce originario del sudeste asiatico (India, Pakistan, Bhutan,
Bangladesh, Nepal y Birmania) (Menon, 1999; Westerfield, 2000; Bhat, 2003). En
general, los peces cebra prefieren las aguas en calma o con bajo movimiento,
ligeramente alcalinas (pH = 8.0) y con alta transparencia (~ > 35 cm) (McClure, 2006;
Spence, 2006).

Esta especie es de pequeiio tamano, variando entre 4 y 6 cm su longitud y entre
2 y 3 gramos su peso. Presentan un color de fondo dorado o plateado, con cinco
bandas longitudinales que comienzan detras del opérculo y llegan hasta el extremo de
la aleta caudal, ddndole un aspecto cebrado que le otorga su nombre comun. La aleta
anal también estd rayada pero no la dorsal. La vida media de estos animales esde 2 a 3
afios (Moody, 1999).

Presentan dimorfismo sexual (Figura 1), siendo la hembra mas robusta que el
macho, con el vientre mds voluminoso (en edad fértil) y de color plateado. El macho es
mas estilizado y su vientre presenta una tonalidad mds amarillenta. Cuando la hembra

estd cargada de huevos se hace mas evidente el dimorfismo sexual.

Figura 1. Dimorfismo sexual en pez cebra. En la parte superior de la imagen se observa

al machoy en la inferior a la hembra.



1.1.2. Ciclo biolégico

El pez cebra es de reproduccidon ovipara, presentando un rdpido desarrollo
embrionario. Alrededor de 24 horas después de la fecundacion, los drganos mas
importantes estan ya formados en la larva y durante el tercer dia se produce la
eclosion. La eclosion se debe a la accidn de una enzima (ZHE1) que es expresada en las
células de las glandulas de eclosion localizadas en el vitelo de embriones de 24 horas
(Sano et al., 2008). Esta enzima es una metaloproteasa que cataliza la digestién del
corion (Okada et al., 2009) (Figura 2). Las larvas no requieren alimento hasta después
del quinto dia de vida, ya que durante este tiempo se nutren del vitelo. Tras la
reabsorcién del vitelo, aproximadamente 2 dias después de la eclosidn, las larvas

comienzan ya a ingerir alimento.

hatching gland

Figura 2. Localizacidon de la glandula de eclosidn en larvas de 24 horas (Thisse et al.,

2001).

Alcanzan la madurez sexual a los 3-4 meses aunque la produccion maxima de
huevos se da a los 7-18 meses de edad. El ciclo sexual de la hembra esta sujeto a un
ritmo circadiano. La freza se produce una hora después del amanecer, natural o
artificial, y los huevos son fertilizados externamente en los siguientes 10-15 minutos.
Tras manifestar comportamiento sexual, la probabilidad de puesta por pareja
individual es del 50 %. Las hembras pueden ovular y frezar entre 50 y 100 oocitos por
semana. La reproduccién estd influenciada por las condiciones ambientales y el estado

del animal (Moody, 1999).



1.1.3. Freza y fecundacion

En el proceso de fertilizacion, el espermatozoide solo puede atravesar el corion
y fusionarse con el oocito a través del micropilo (Wolenski y Hart, 1987), que en el caso
del pez cebra es dificil de visualizar (Poleo et al., 2001). La regién del micropilo consta
de 7-10 ranuras y crestas que desembocan directamente en una especie de vestibulo
central, Unico lugar por el que el espermatozoide puede entrar en contacto con el
oocito subyacente (Figura 3). Tras la penetracién del espermatozoide, el micropilo se

sellay se produce una aglutinacion espermatica a lo largo de las ranuras.

Figura 3. Imagen de la region micropilar de un ovocito no fertilizado.

Cuando la hembra freza los oocitos, el vitelo y el citoplasma se hallan
mezclados, estando el huevo cubierto por el corion transparente. Al entrar en contacto
con el agua, el oocito se activa (Hart y Fluck, 1995; Sakai et al., 1997) y se produce una
segregacion, de forma que se diferencian el polo animal y el vegetativo (Lee et al.,
1999). Existe una asociacion entre el punto de entrada del esperma y el lugar de
formacién del polo animal (Amanze e lyengar, 1990). En este punto se encuentra la

placa metafasica.

1.1.4. Activacion oocitaria

En el pez cebra, como en la gran mayoria de especies animales, el proceso de
activacion oocitaria se inicia por el aumento transitorio de calcio libre

intracitoplasmdtico provocado por el contacto con el agua y que se completa con la
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penetracién espermadtica. Se genera asi una Unica oleada de calcio que atraviesa el
oocito a una velocidad de 9 um/s. La onda se inicia en el polo animal, en la region del
micropilo y se propaga a través del vitelo hasta llegar al extremo opuesto, en el polo
vegetal (Lee et al., 1999). Como ya se ha dicho, la exposicidén al agua dulce supone el
inicio de la activacidon del ovocito, pero ésta resulta incompleta en ausencia de
espermatozoide, por lo que no se sigue con la primera divisidon de segmentacion (Sakai

et al., 1997), no dando lugar a desarrollo partenogenético alguno.

1.1.5. Desarrollo embrionario

Kimmel et al. (1995) han establecido la secuencia de estadios del desarrollo

embrionario caracteristico de los peces teledsteos:

1) El estadio de zigoto comienza con la fertilizacion, que desencadena los
primeros movimientos citoplasmicos responsables de la divisién asimétrica del
citoplasma, con la expulsién del segundo corpusculo polar y las primeras divisiones
de segmentacion, que afectan solo a la region del polo animal. Las seis primeras
divisiones (Figura 4) son incompletas y totalmente pautadas, alternando divisiones
perpendiculares y paralelas al eje longitudinal, que se producen a intervalos de 15
minutos (estadio de division). Como consecuencia de ello, la forma del blastocisto
es elipsoidal y su eje mayor determinard la orientacién del eje longitudinal del

embridn.



A\

Figura 4. Fotografias de las cinco primeras divisiones en huevos de pez cebra. (A)
Estadio de una célula. (B) Estadio de 2 células. (C) Estadio de 4 células. (D) Estadio de 8

células. (E) Estadio de 32 células. (F) Estadio de 64 células (Beams y Kessel, 1976).

2) Cuando el embridn esta compuesto por 64 células se inicia el estadio de
blastula. Durante este periodo el embrién entra en la transicion a media blastula
(MBT: Mid Blastula Transition), se originan las tres linajes celulares (capa de yema
sincitial (YSL), capa envolvente (EVL) y capa profunda (DL); Figura 5) y comienza la

epibolia.
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Figura 5. Embrién de pez en estadio MBT. Obsérvense los tres linajes celulares: EVL,

YSLy DL (Gilbert, 2000).

En la etapa de bldstula temprana, el polo animal sigue teniendo aspecto
elipsoidal, las células contintan dividiéndose pero de forma metasincronica, es
decir, no totalmente sincronas pero si agrupadas en oleadas de divisiones
correspondientes a cada ciclo de division, y perdiendo asi su disposicidon regular. El
alargamiento del ciclo celular marca el comienzo de la MBT (Kane y Kimmel, 1993)
gue tiene lugar hacia la décima division celular y que se corresponde con el estado
de 512 células (Newport y Kirshner, 1982a, 1982b).

Una vez ha comenzado la MBT, las células de la capa profunda del polo
animal empiezan a adquirir movilidad durante su larga interfase y ademas se activa
la transcripcidn en ellas. Estas dos caracteristicas son esenciales para el proceso
posterior de gastrulacion (Kane y Kimmel, 1993).

La YSL se forma en el noveno o décimo ciclo celular, cuando las células del
polo vegetal del blastodermo se asocian con las células de la base del vitelo,
produciéndose un anillo de nucleos justo debajo del blastodermo. Una parte de la
YSL se extendera hacia la zona inferior del polo animal formando la capa sincitial
interna (I-YSL: internal syncytial layer) que desempenara una funcion nutritiva. El
resto de la YSL forma la capa sincitial externa (E-YSL: external syncytial layer), que

constituye el motor de la epibolia (Trinkaus, 1984).



3) El estadio de gastrula se caracteriza por la formacién de las capas
germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo) y por la determinacion del
mapa de territorios presuntivos, estadio que coincide con el 50 % de la epibolia.
Las células de la capa profunda se mueven hacia el exterior para intercalarse con
las células mas superficiales (Warga y Kimmel, 1990). Posteriormente, estas células
migran hacia la superficie del huevo para envolverlo por completo. Durante la
migracion, uno de los lados del blastodermo se vuelve notablemente mas grueso

gue el otro (Figura 6).
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Figura 6. Embrion de pez al final del estadio de gastrulacion. Obsérvese el

engrosamiento del blastodermo en la parte inferior del embrién (Gilbert, 2000).

4) Seguidamente, comienza el estadio de segmentacidn que se caracteriza por
la formacion de pares de somites a intervalos de tiempo regulares. Esta etapa
finaliza alrededor de las 24 horas de desarrollo y a partir de aqui comienza el
estadio de paraangula, en el que tiene lugar la organogénesis. Durante el tercer
dia, los embriones eclosionan, pero la larva adn no estd completamente
desarrollada. El sistema digestivo es el ultimo en formarse y hasta el cuarto o

quinto dia postfertilizacion se nutren exclusivamente de las reservas de vitelo.



1.2. El pez cebra como modelo animal

1.2.1. Antecedentes

Ya en los afios treinta, Jane Oppenheimer (1936) y otros propusieron el pez
cebra como un sistema muy adecuado en embriologia experimental. Posteriormente,
en los afios setenta, George Streisinger y sus colaboradores comenzaron a explotar a
esta especie, debido a su corto intervalo generacional y elevada fecundidad, para
convertirla en un modelo genético excelente para el estudio del desarrollo de los
vertebrados y de su comportamiento. Es exactamente la combinacion de estos dos
hechos, su valor en embriologia experimental y, al mismo tiempo, en estudios
genéticos, lo que ha sido determinante para que en la Ultima década el pez cebra se
haya convertido en el sistema animal de eleccidon para cientos de investigaciones en
todo el mundo y en uno de los vertebrados mejor conocidos en términos de desarrollo.

Los investigadores de instituciones académicas y las compafiias farmacéuticas
ven al pez cebra como una nueva y poderosa herramienta en la investigacion y en el
desarrollo de nuevos farmacos, al permitir acelerar el analisis de los procesos
bioldgicos implicados.

De hecho, el pez cebra posee muchas caracteristicas que lo convierten en un
modelo de gran utilidad: Los adultos son relativamente pequefios (sélo 3.4 cm de
largo), baratos, con un alojamiento facil y se pueden mantener en grandes cantidades.
El pez cebra puede mantenerse facilmente bajo condiciones controladas de
laboratorio, cada pareja suele producir varias decenas de huevos por apareamiento. La
fecundacion y posterior desarrollo embrionario, son externos y se producen
sincronamente en grandes grupos. Los embriones son relativamente grandes y
transparentes, lo que permite que su desarrollo pueda ser observado facilmente a
través del corion transparente. Se desarrollan rapidamente: en un dia, un embrién ya
presenta todos los tejidos principales, e incluso los esbozos de muchos drganos, tales
como el corazén (que presenta latido, con la consiguiente circulacion sanguinea), el
sistema nervioso, los ojos y los opérculos, todo lo cual puede observarse facilmente
con un simple microscopio de diseccion. Cinco dias después de la fecundacion (DPF), la

larva del pez cebra ha formado la mayoria de los érganos internos como el higado,
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pancreas y una red vascular compleja. En comparacién con los vertebrados superiores,
los érganos en el pez cebra son un modo de version minimalista, utilizando muchas
menos células para completar una funcién equivalente en el organismo.

Otra de las ventajas cruciales del pez cebra reside en su utilidad para la
identificacion de genes por mutaciones inducidas. De hecho, presenta un numero de
caracteristicas Unicas que facilitan el analisis genético, la consanguinidad y la
conservaciéon de stocks. Comparado con otros vertebrados, el intervalo generacional
de 3-7 meses no es particularmente corto, sin embargo el elevado niumero de crias
facilita mucho los andlisis genéticos.

Teniendo en cuenta todos estos atributos, los experimentos en pez cebra son
significativamente mas faciles, mas rapidos y mds baratos que en ratdn, que es
actualmente uno de los modelos de vertebrados principal en el desarrollo de nuevos
farmacos. Por ultimo sefialar que, pese a la distancia evolutiva, los ensayos en pez
cebra permiten la mejor comprension de muchas patologias humanas y sus
tratamientos.

Entre las desventajas del modelo de pez cebra destacan: la falta de anticuerpos
contra las proteinas de superficie, la dificultad (que no imposibilidad) del
establecimiento de ciertos cultivos celulares (células madre embrionarias
pluripotentes, células neuronales, células tumorales, células hematopoyéticas, células
del sistema inmune, etc) y la falta de tecnologia knockout convencional (Meeker y

Trede, 2008).

1.2.2. Principales ambitos cientificos de aplicacion del pez cebra

Debido a los problemas fisicos y éticos derivados de la realizacion de
experimentos en seres humanos, la investigacion utiliza fundamentalmente modelos
animales para estudiar los procesos biolégicos conservados entre los seres humanos y
los vertebrados inferiores. Los modelos de vertebrados superiores mas cominmente
utilizados son rata y ratdon. Estos animales ofrecen muchas ventajas con respecto a
otros animales de experimentacién. Entre éstas destacan su pequefio tamano (facilita
su cuidado), su corto intervalo generacional, su similitud fisioldgica y molecular con los

humanos, su genoma ya secuenciado, la posibilidad de manipulacién y analisis
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genético y su larga historia de uso en investigacién cientifica. Aunque estos modelos
tienen ventajas significativas, en ocasiones son caros de mantener, dificiles de
manipular embrionariamente, ademas, pueden presentar limitaciones para estudios
genéticos a gran escala. Asi, y con sus especiales caracteristicas, el pez cebra, Danio
rerio, se ha convertido en los ultimos aflos en un modelo de vertebrados popular en las
diferentes dareas de investigacion como la biologia del desarrollo, genética,

farmacologia y toxicologia (Alestrém et al., 2006; Beis y Stainier, 2006; Ingham, 2009).

1.2.2.1. Biomedicina

En la investigacién biomédica, los modelos animales sirven para el estudio
fundamental de sistemas biolégicos y de enfermedades que no pueden ser estudiados
directamente en seres humanos (Wall y Shani, 2008). El pez cebra nos ayuda a
comprender que factores estan relacionados con la salud humana, ya que nos
proporciona una herramienta efectiva basada en ensayos con células y organismos
enteros (Brittijn et al., 2009). En este contexto, el pez cebra ha sido utilizado en
investigaciones relacionadas con:

a) Los procesos inflamatorios y de cicatrizacion (Martin y Feng, 2009).

b) Los procesos infectivos, principalmente por su excelente accesibilidad dptica en
los estadios embrionario y larvario, cuando el sistema inmune innato es ya efectivo
(van der Sar et al., 2004; Levraud et al., 2009) e incluso, en el pez cebra adulto para
analizar multiples enfermedades (Phelps et al., 2009), o las interacciones entre las
células del huésped y las bacterias (Brugman et al., 2009).

c) La comprension de enfermedades neurodegenerativas (Panula et al.,, 2006;
Senut et al., 2009).

d) El desarrollo esquelético y del cartilago (Chen et al., 2009; Witten y Huysseune,
2009).

e) Angiogénesis, vascularizacién (Montero-Balaguer et al., 2009;
cardiovascularizacion Santoro et al., 2009).

f) La funcion del suefio y los mecanismos de regulacién del suefio (Zhdanova,

2006).
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g) Los mecanismos de envejecimiento, para desarrollar estrategias preventivas y
terapéuticas para un envejecimiento saludable (Gerhard, 2003; Kishi et al., 2009).
h) La comprension de los desordenes de estrés y de los trastornos de ansiedad en

los seres humanos (Egan et al., 2009).

Para comprender como se desarrollan muchas de estas enfermedades, se estan
desarrollando lineas (estirpes) de mutantes (Talbot y Hopkins, 2000), y poniendo a
puntos técnicas tales como genes knockdown con el uso de morfolinos (Nasevicius y
Ekker, 2000), o mas recientemente con el uso de nucleasas de “dedos de zinc”

generadas por ingenieria genética (Meng et al., 2008).

1.2.2.2. Cancer

El pez cebra como modelo animal para estudio in vivo del cancer permite seguir
a tiempo real la invasion de embriones, la circulacion de células tumorales en los vasos
sanguineos, la migracién y la formacion de micrometastasis. Es por ello, que se ha
utilizado para el anadlisis rdpido de la invasién y el comportamiento metastasico de
tumores humanos (Marques et al., 2009), leucemias (Payne y Look, 2009) y, para
desarrollar estrategias que inhiban el desarrollo de tumores (por ejemplo: controlando

la angiogénesis tumoral, Harfouche et al., 2009).

1.2.2.3. Medicina regenerativa

La medicina regenerativa es otro area de investigacién de gran interés. En este
sentido, es importante comprender como se establecen las células madre, sus
propiedades de auto-renovacién, y su reclutamiento para producir nuevas células
(Hultman et al., 2009). Dentro de esta area el pez cebra constituye un buen modelo
para el estudio de la regeneracién de muchos érganos (Moss et al., 2009). Destacan los
estudios sobre la enfermedad de atrofia muscular espinal (Boon et al., 2009), y los
estudios sobre los mecanismos de regeneracion de ciertos drganos, como el higado

(Kan et al., 2009), las células beta pancredticas en peces cebra adultos (Moss et al.,
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2009), la retina (Fadool y Dowling, 2008; Battista et al., 2009) y las células ciliadas del

oido interno (Liang y Burgess, 2009).

1.2.2.4. Desarrollo de nuevos productos quimicos para biomedicina

Vinculado a la biomedicina, se encuentra el estudio y el desarrollo de productos
quimicos con aplicaciones biomédicas, como son la administracion de farmacos a
células seleccionadas y la bioimagen (Nelson et al., 2009). El objetivo de estos estudios
es mejorar la eficacia y tolerancia de la terapia contra el cancer y el desarrollo de

nuevas metalodrogas antitumorales (Klein et al., 2009; Wang et al., 2009).

1.2.2.5. Toxicologia

El pez cebra se utiliza en estudios de toxicologia desde 1950 (Carvan et al.,
2007). Entre sus aplicaciones en este campo destacan el analisis de los efectos de
residuos toxicos y contaminantes en el medio ambiente y la creacién de bioindicadores
gue emiten una sefial cuando detectan un compuesto toxico (Alestrom et al., 2006).
Los embriones de pez cebra también suponen una alternativa fiable en los estudios de
toxicidad, cuyo objetivo es predecir los efectos de ciertos compuestos quimicos en los
mamiferos (por ejemplo: distinguir compuestos teratégenos de no teratdgenos,
Selderslaghs et al., 2009) y permitir la deteccién rapida de compuestos neurotdxicos

(Fan et al., 2010).

1.3. Una aplicacion cientifica muy especial: obtenciéon de haploides

1.3.1.Utilizacion de haploides

Los organismos haploides son aquellos que contienen tan solo una copia de
cada cromosoma (un solo juego de cromosomas).

Una de las razones que han favorecido el crecimiento del pez cebra como
modelo vertebrado en sistemas genéticos es la habilidad para generar embriones

haploides. La herencia uniparental ayuda a superar un problema importante en el
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analisis genético diploide, incluyendo la busqueda de mutaciones (Mullins y Nisslein-
Volhard, 1993) y el mapeo genético (Postlethwait et al., 1994), donde los rasgos son a
menudo enmascarados o confundidos por la contribucién del segundo parental. Sin
embargo, la limitacidon principal de las larvas haploides es la muerte durante el
desarrollo debido a las anormalidades que presentan (Henion et al., 1996; Streisinger
et al., 1981; Streisinger et al., 1986; Walker y Streisinger, 1986). En algunos casos, la
obtencién de partenogenotas diploidizados ayuda a superar algunas de tales
limitaciones (Nusslein-Volhard y Dahm, 2002).

Los embriones uniparentales, como los partenotas o androgenotas, han sido
utilizados para el estudio de los procesos de impronta asi como el papel que juega el
genoma paterno durante el desarrollo temprano (Latham et al., 2000; Latham et al.,
2002). Los haploides ginogenotas han sido usados en mapeo genético (Postlethwait et
al., 1994) y en la busqueda de mutantes por morfologia (Mullins y Nisslein-Volhard,
1993) o por PCR (Fritz et al., 1996). Sin embargo, la produccién de ginogenotas no es
siempre factible. La produccion rutinaria de haploides androgenotas podria ser
utilizada para la busqueda e identificacion de machos portadores de mutaciones

recesivas.

1.3.2.Tipos de organismos haploides (ginogenotas y androgenotas)

Hay dos tipos de herencia uniparental: la ginogénesis, en la que el embrién
hereda todos los cromosomas soélo de la madre, y la androgénesis, en la que el
embrién hereda todos los cromosomas sélo del padre. Describiendo mejor los
conceptos anteriores, la ginogénesis es un mecanismo reproductivo que puede darse
de forma natural y artificial, por medio del cual la informacién genética contenida en el
ovulo es activada para el desarrollo de un nuevo individuo por medio de un
espermatozoide que no contribuye con su informaciéon genética al desarrollo del
organismo (Purdom, 1969; Nagy, 1987; Carter et al., 1991), mientras que la
androgénesis es el mecanismo mediante el cual se desarrolla un embridn a partir del
material genético del espermatozoide y en donde el dvulo solo contribuye
citoplasmaticamente al futuro individuo (Purdom, 1969; Nagy, 1987; Carter et al.,

1991).
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En pez cebra, los individuos generados por estos mecanismos son haploides
(aunque pueden ser diploidizados) y dicha condicién supone que no sobrevivan mas

alla del desarrollo embrionario o larvario temprano (Mair et al., 1986; Mair, 1993).

1.3.3.Técnicas de obtencion de organismos haploides

Como se ha descrito en el apartado anterior, para la generacion de individuos
ginogenotas y androgentas es indispensable la inactivacién del material genético de los
espermatozoides y ovocitos, respectivamente. Este proceso puede llevarse a cabo
artificialmente mediante la aplicacion de radiaciones y/o tratamientos quimicos
(Purdom, 1983; Chourrout, 1984).

En vertebrados, la reproduccion ginogenética espontdnea se produce en ciertas
especies de reptiles, anfibios y peces teledsteos. La androgénesis espontdnea, sin
embargo, nunca ha sido observada. Los reptiles partenogenotas se reproducen por
partenogénesis verdadera, es decir, sin fertilizacion (telitoquia). Todas las especies de
anfibios y peces teledsteos partenogenotas, en cambio, requieren el estimulo de un
espermatozoide para iniciar la embriogénesis. Los ejemplos bien estudiados de
especies de peces ginogenotas naturales incluyen Poecilia Formosa (Schartl et al.,
1995), y Carassius auratus gibelio (Cherfas, 1981; Yamashita et al., 1993). Estas
especies producen ovocitos diploides (a veces triploides) que se activan por cualquier
esperma homodlogo o esperma de una especie estrechamente relacionada. El
mecanismo por el cual los ovocitos se diploidizan varia, aunque la forma mdas comun
consiste en la duplicacion del genoma, seguida de la divisién de células normales en la
que las cromatidas hermanas se aparean preferentemente. No hay recombinacién y se
evita la segregacion.

Desafortunadamente, en muchos vertebrados utilizados como sistemas modelo
en genética la descendencia uniparental no puede ser producida. En los ratones, por
ejemplo, (McGrath y Solter, 1984b) y tal vez en todos los mamiferos (Haig y Trivers,
1995), la impronta de origen paterno-especifico (la expresién exclusiva de alelos
paternos de algunos genes y alelos maternos de los demas, en tejidos especificos)

impide la produccion de individuos viables uniparentales. Sin embargo, en el pez cebra
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la impronta de los genes esenciales para el desarrollo no impide la produccién de
androgenotas (animales cuyo genoma proviene sdlo del progenitor masculino) (Corley-
Smith et al., 1996) o ginogenotas (animales cuyo genoma es solamente de origen
materno) (Streisinger et al., 1981), siempre y cuando se diploidicen.

El tipo de radiacidn que se usa actualmente para producir tanto embriones
haploides ginogenotas como androgenotas es la luz ultravioleta (UV) (Jenneckens et
al., 1999). La accidn de este agente ocasiona la desnaturalizacién del ADN mediante la
formacioén de puentes de timina (dimeros de timina). Este tipo de radiacién es de facil
manejo y su uso representa un riesgo infimo en comparacién con las radiaciones
ionizantes (rayos gammay X).

Para producir embriones haploides ginogenotas viables, se inactivan los
espermatozoides por irradiacién con luz UV y con ellos se fertilizan los huevos. El
esperma irradiado con luz UV no es capaz de contribuir con su material genético al
desarrollo del embridn, pero si de desencadenar la activacidon oocitaria y el desarrollo
embrionario. Para obtener embriones haploides androgenotas viables, lo que debe
irradiarse son los huevos previo a su fecundacién, para inactivar el genoma materno
(Inssen et al.,, 1990). En anfibios, los haploides androgenotas también pueden
producirse usando radiacion laser, enucleacion manual (Ellinger et al., 1990) o un
tratamiento que afecta a los microtubulos (presion hidrostatica, D,O; Briedis y Elinson,
1982), o bien radiaciéon UV de onda corta (Gurdon, 1960; Gillespie y Armstrong, 1981).

La radiacion UV penetra débilmente en el nucleo de los espermatozoides y los
ovocitos, por eso se requiere que el esperma se diluya en un medio que no active los
espermatozoides pero que reduzca la concentracién espermatica, mientras los
ovocitos se mantienen en un medio no activante, para ser irradiados (Purdom, 1983;
Chourrout, 1984; Jenneckens et al., 1999).

En el caso de la inactivacién genética de los ovocitos, la radiacién UV puede
provocar la destruccién de otros componentes citoplasmaticos como el ADNm
(Gillespie y Armstrong, 1980, 1981, en Lozano et al., 1987), y el ARNm (Thorgaard,
1983).

Como se ha mencionado antes, también pueden utilizarse para producir peces
ginogenotas sustancias quimicas que interactian con el ADN del esperma. Los que han

sido utilizados en investigaciones en moluscos, peces y anfibios con resultados
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satisfactorios incluyen el azul de toluidina (Briggs, 1952; Uwa, 1965 en Thorgaard,
1983), etilenurea (Jones et al., 1975 en Thoorgaard, 1983) y dimetil-sulféxido (DMSO)
(Tsoi, 1969, Mantelman, 1980 en Thorgaard, 1983).

Dado que estos tratamientos no son efectivos al 100 %, es necesario testar el
nivel de haploidia en los individuos generados. Para su identificaciéon pueden ser
empleados dos tipos de procedimientos, los directos y los indirectos, o bien la
combinacion de ambos.

Dentro de los métodos directos se encuentra el empleo de semen heteroldgo
(Sugama et al., 1990; Varadi et al., 1999, Gomelsky et al., 2000), patrones de
coloracién (Taniguchi et al., 1986; Masaoka et al., 1995), morfologia (Colombo et al.,
1995; Linhart et al., 1995), proporcién de sexos (Kakimoto et al., 1994; Fujioka et al.,
1998), numero de nucleolos (Kucharczyk et al., 1999), citometria de flujo (Gomelsky et
al., 2000), electroforesis de isoenzimas (Taniguchi et al., 1986; Sugama et al., 1990;
Sumantadinata et al., 1991; Liu et al., 1996) y de ADN (Carter et al., 1991; Jenneckens
etal., 1999; Galbusera et al., 2000). Y como método directo el recuento del nimero de
cromosomas para evaluar el nivel de ploidia (Chourrout, 1984; Linhart et al., 1995;
Colombo et al., 1995; Varadi et al., 1999).

Los embriones de pez cebra haploides presentan ligeras anomalias
morfoldgicas y su desarrollo se detiene aproximadamente cuatro dias después de la
fertilizacidn (3 a 5 dias). Los embriones presentan lo que se conoce como “sindrome
haploide” que se caracteriza por una disminucion del tamafo corporal de los
embriones y de los melanocitos y por la presencia de “orejas” duplicadas (Figura 7).
Los androgenotas haploides son indistinguibles en apariencia de los ginogenotas
haploides, lo que sugiere que las anormalidades no son debidas al origen parental,

pero pueden depender de la dosis génica.
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Figura 7. Larvas haploides. (A) Larva de pez cebra que presenta el lamado “sindrome
haploide”. Obsérvese el menor tamafio corporal y la presencia de orejas duplicadas
(sefialadas en la imagen con un circulo de color rojo). (B) Detalle de las orejas

duplicadas.

1.4. Imprinting gamético

1.4.1.0rigen y definicion

El imprinting gamético es un fendmeno que supone modificaciones especificas
en la linea germinal que producen diferencias de expresion del material genético
dependiendo de su procedencia, materna o paterna (Reik y Walter, 2001a).

Este fendmeno esta presente en varios fila y ha sido especialmente estudiado
en mamiferos, particularmente en ratén. Debe sefalarse que la impronta gamética
guarda relacién con el establecimiento o progresidn de una larga, y aln creciente, lista
de enfermedades humanas. El imprinting gamético estd implicado en la patogenia de
varios sindromes, entre los cuales cabe destacar el sindrome de Prader-Willi (Nicholls
et al., 1989), el sindrome de Angelman (Knoll et al., 1989) y el sindrome de Beckwith-
Wiedeman (Henry et al., 1991).

El imprinting defectivo o la pérdida del mismo, seguido por la expresion de loci
imprintados, puede causar la formacion de tumores en humanos. Asi, se ha detectado
la activacién aberrante de genes imprintados se ha detectado en tejidos afectados de

pacientes con cancer (Ogawa et al., 1993; Rainier et al., 1993). Hasta ahora se han
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identificado en humanos seis loci imprintados que estan implicados en carcinogénesis

(Falls et al., 1999; Jirtle, 1999).

1.4.2.Estudios pioneros de imprinting

En 1984, varios grupos de investigadores llevaron a cabo una serie de
experimentos (McGrath y Solter, 1983; Barton et al., 1984; McGrath y Solter, 1984a;
Surani et al., 1984), entre los que destacan los de McGrath y Solter (1983, 1984a),
quienes, aplicando la técnica de trasplante de pronucleos a embriones unicelulares de
ratén, evidenciaron que el crecimiento y desarrollo normal de un embriéon de
mamifero requeria la presencia indefectible del genoma de la madre y del padre al
mismo tiempo. Observaron que cuando se eliminaba uno de los pronucleos cigéticos,
paterno o materno, y éste era reemplazado por otro del mismo origen que el
pronucleo no eliminado para restablecer el diploidismo de la especie, se obtenian,
respectivamente, cigotos ginogénicos (dos pronucleos maternos) o androgénicos (dos
pronucleos paternos) inviables. En ratén, los androgenotas tienen un pobre desarrollo
de tejido embrionario pero un buen desarrollo de membranas extraembrionarias y
trofoblasto (Barton et al., 1984), mientras que los ginogenotas tienen un desarrollo del
embridn relativamente normal, mientras que los tejidos embrionarios no estan bien
desarrollados (Surani y Barton, 1983; Surani et al., 1984; Barton et al., 1985). El
genoma paterno, por tanto, parece ser mas importante para la proliferacién de tejidos
extraembrionarios y el genoma materno para el desarrollo embrionario
postimplantacién, al menos en raton. Todo lo anterior, permitid establecer que los
cigotos androgénicos y ginogénicos de los mamiferos no eran funcionalmente
equivalentes (no contribuian por igual a la informacién de los embriones).

Un ano mas tarde, Cattanach y Kirk (1985) obtuvieron crias de ratén con
disomias uniparentales (condicion por la que ambos cromosomas de un par derivan
del mismo parental). En estos animales, independientemente del origen materno o
paterno de la duplicacién cromosdmica, presentaban fenotipos andémalos y opuestos:
por ejemplo, cuando ambos cromosomas provenian de la madre, las crias eran de
tamafio mas pequefio, y cuando procedian del padre, mas grandes. También

observaron que la duplicacién de algunos dominios cromosdmicos es a menudo letal
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para los embriones. En este caso, a diferencia de lo observado por McGrath y Solter,
los efectos no podian atribuirse a ningin componente extracromosomico
(manipulacién mecdnica, factores citoplasmicos), sino que podia deberse a que los
genes esenciales de estas regiones estaban imprintados

Los experimentos anteriores, mas otros complementarios, como los que
evidenciaban la inactivacion preferencial del cromosoma X paterno en las membranas
extraembrionarias de los mamiferos placentados y en los marsupiales (Johnson, 1974;
Takagi y Sasaki, 1975), aportaron pruebas irrefutables de que algunos genes se
expresaban de forma diferente en los cromosomas paternos y maternos de los
mamiferos. Para explicar sus resultados, McGrath y Solter (1984a) aventuraron la
hipdtesis de que el genoma materno o paterno es acondicionado o modificado durante
la gametogénesis y que ese «acondicionamiento» es totalmente reversible. Hoy dia, el
«acondicionamiento» de McGrath y Solter se conoce con el nombre de imprinting

gamético.

1.4.3.Establecimiento del imprinting gamético en mamiferos (ratén)

Cuando el ovocito en mamiferos es fecundado por el esperma, éste recibe el
material genético paterno. Los alelos paternos, similares a los alelos maternos, son
objeto de modificaciones epigenéticas durante la gametogénesis que causan que un
subconjunto de genes sean expresados sélo en uno u otro de los dos cromosomas
parentales en el embrion. Este mecanismo regulatorio es denominado impronta
gamética (McGrath y Solter, 1984a; Barton et al., 1984).

La manipulacion de embriones de ratéon in vitro para producir embriones
diploides con el genoma materno o paterno Unicamente, proporciona, como ya se ha
senalado la mas clara evidencia del fendmeno del imprinting gamético. Inicialmente, la
produccién de embriones partenogenotas, en un nimero de especies de vertebrados,
indica que podria darse un desarrollo normal solo con el genoma materno. Sin
embargo, la demostracion de que los partenogenotas mamiferos no son viables
sugiere que esto no es cierto para todas las especies (Kaufman et al.,, 1977). Las
hipotesis que se postulaban para un fallo en el desarrollo completo son: la

homocigosidad de alelos letales recesivos, la ausencia de contribucién extragenética
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por parte del esperma fertilizador o la no equivalencia de los genomas parentales
(Graham, 1974).

Para distinguir cual de estas alternativas era cierta se usé el trasplante nuclear
para la creacién de embriones con diferentes contribuciones parentales (ginogenotas y
androgenotas). Ni los partenogenotas ni los embriones diploides biparentales
ginogenéticos y androgenéticos se desarrollaron completamente (McGrath y Solter
1984c, Surani et al., 1984). Tanto los embriones androgenéticos como los
ginogenéticos pueden desarrollarse hasta la etapa de blastocisto, pero mueren poco
después de la implantacién. El hecho de que estos embriones se obtuvieran de ratones
consanguineos descarta la posibilidad de que la mortalidad se debiera a la
homocigosidad de mutaciones recesivas. La demostracion de que los embriones
ginogenéticos se desarrollaron hasta el mismo estado que los partenogenotas sugirid
gue la contribucidn citoplasmica del esperma no era el origen del error en el desarrollo
(Surani y Barton, 1983). Los experimentos de trasplante nuclear con pronucleos
derivados de ratones T™ (una mutacién con efecto materno en el cromosoma 17
(Johnson, 1974)) también confirmd que el efecto fenotipico tenia origen nuclear y no
citoplasmatico.

El mecanismo molecular de la impronta se asocia a una de las modificaciones
epigenéticas mas estudiadas del genoma, la metilacion del ADN, que ocurre
predominantemente en los dinucléotidos simétricos CpG (Reik et al.,, 2001b). Se
desconocen todavia en detalle los mecanismos reguladores y se ignora si la metilacion
es primaria o secundaria. Lo que si se sabe es que la metilacion del ADN esta asociada
a una estructura cromatinica mas compactada que inhibe la transcripcion génica. La
prueba definitiva para confirmar que un gen esta sometido a impronta es la
demostracion de que su expresion es monoalélica en al menos algun tejido.

El fendmeno de la impronta gamética tiene un ciclo vital caracteristico: ocurre
en la linea germinal, durante la gametogénesis, y se modifica en fases embrionarias
precoces (Reik et al., 2001b).

La teoria mas aceptada para explicar la aparicion de la impronta en la evolucion
es la de la lucha o conflicto de sexos (Teoria de Haig) (Moore y Haig, 1991). La
impronta es fundamental en mamiferos habiendo evolucionado en los ultimos 125

millones de afios, asi como en algunas plantas, pero no parece existir en otros muchos
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animales. La teoria actualmente establecida propone que la impronta se habria
desarrollado como un mecanismo para solventar una lucha de poderes a nivel de
expresion entre los genes paternos (promotores del crecimiento) y los genes maternos
(represores de crecimiento) (Haig, 1993). Sin embargo, el conflicto genético sobre la
cantidad de recursos maternos que obtiene la descendencia es perfectamente
compatible con que los dos genomas cooperen para producir una descendencia viable,
ya que ambos conjuntos de genes tienen un interés comun y es que las crias

sobrevivan (Moore y Haig, 1991).

1.4.4.Estudios de imprinting en pez cebra

El hecho de que los peces ginogenéticos sean viables se ha tomado como
evidencia de la ausencia de la impronta diferencial parental: la metilacion epigenética
masculina y femenina de ciertos genes durante la gametogénesis (Corley-Smith et al.,
1996).

Sin embargo, Martin y McGowan (1995) en su estudio con peces cebra,
demostraron la existencia de la impronta gamética al igual que en mamiferos. En este
estudio, se observé que la metilacidn de un locus en la linea germinal femenina se ve
disminuida, mientras que en la linea germinal masculina se ve aumentada, equivalente
a lo que ocurre en el imprinting de mamiferos. La similitud de este proceso entre
mamiferos y pez cebra apoya la conservacion del imprinting a lo largo de la evolucién.
Asi, la existencia del mecanismo en pez cebra puede ser util para llegar a comprender

el papel de la impronta en los mamiferos.

1.5. Transplante nuclear en pez cebra

El transplante nuclear (TN) es el método experimental mds poderoso
actualmente para el estudio de las interacciones entre nucleo y citoplasma en el
proceso de desarrollo, la diferenciacion y la herencia. El TN es una técnica eficaz que
permite investigar cuales son los cambios funcionales que tienen lugar en el genoma
durante la diferenciacién. Su aplicacién ha sido altamente extendida para generar

animales modificados genéticamente, e incluso, para clonarlos.
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La idea de usar el TN se plante6 ya en 1886 por Rauber (Rauber, 1886), que
describe un experimento en el que se intercambid el ndcleo de una célula de sapo por
el nucleo de un huevo de rana y viceversa. En 1952, Briggs y King (Briggs y King, 1952)
realizaron con éxito el trasplante de nucleos de bldstula en huevos enucleados de la
rana (Rana pipiens), ya que obtuvieron larvas nadadoras. En 1958 (Gurdon et al.,
1958), obtuvieron el primer adulto vertebrado por TN (clonacién) usando Xenopus
laevis. Posteriormente, se obtuvieron adultos fértiles mediante el trasplante de
nucleos de células del epitelio intestinal de renacuajo a huevos enucleados, lo que
genera clones de animales adultos a partir de nucleos de células somaticas. En 1997, se
clond la oveja Dolly mediante el TN de una célula derivada de la glandula mamaria de
otra oveja (Wilmut et al., 1997).

Otro de los factores importantes, que explica las bajas eficiencias del TN, es la
desincronizacion del ciclo celular entre el nucleo de la célula donante del nucleo vy el
citoplasma del oocito receptor. La sincronizacion del ciclo celular puede el ratio de
formacion del blastocisto. Se ha conseguido elevados porcentajes de desarrollo de
embriones clonados cuando los nucleos de las células donantes se encuentran en las
primeras fases del ciclo celular (GO o G1). Se pueden lograr una alta efectividad en el
TN si se evita que las células estén en fase S. Para evitar un pobre desarrollo de los
embriones es necesario mantener un nivel correcto de polidia en ellos.

Las células utilizadas frecuentemente como donantes de nucleos en TN en
peces teledsteos suelen ser blastomeros (Wakamatsu et al., 2001; Hu et al., 2002).
Ademas de estas células embrionarias, también se ha utilizado células somaticas
procedentes de cultivos de larvas (Lee et al.,, 2002) o adultas (Ju et al., 2003;
Kaftanovskaya et al.,, 2007). El trasplante se ha realizado utilizando también células
procedentes de cultivos primarios (Lee et al, 2002), asi como de subcultivos (Lee et al.,
2002). Este es un aspecto importante teniendo en cuenta que las anomalias
cromosomicas aparecen a menudo en cultivos prolongados (Kaftanovska et al., 2007).

La técnica de TN en peces fue establecida por investigadores chinos en los anos
sesenta (Tung et al., 1963), con la produccién exitosa de peces mediante trasplante
nuclear de células de blastula media (MBT) en ovocitos enucleados de Carassius
auratus y Rhodeus sinensis. Los embriones asi obtenidos, se desarrollaron en ciertos

casos incluso en peces adultos, dando lugar a descendencia viable (Tung et al., 1973;
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Yan et al., 1984; Yan et al., 1985; Chen et al., 1986; Qi et al., 1997). Los resultados de
estos experimentos confirmaron que los nucleos procedentes de células totalmente
diferenciadas, obtenidas de peces adultos, pueden desdiferenciarse hasta un nivel en
el que recuperan la totipotencia (Chen et al., 1986).

La investigacion del TN nuclear en pez cebra comenzo a finales de los afios
noventa, cuando Lee et al. (2002) obtuvieron los primeros embriones de pez cebra
generados por TN usando fibroblastos embrionarios de cultivos prolongados. La
tecnologia del TN en pez cebra fue puesta a punto por Hu et al. en 2002.
Recientemente, Luo et al. (2011) han publicado un articulo en el que se describen las
fases criticas para conseguir una transferencia nuclear de células somaticas efectiva en
pez cebra. Segln estos autores, los estadios de cupula y de escudo serian las etapas
criticas en las que el desarrollo de los embriones obtenidos por TN se bloquea con
mayor frecuencia, y que podrian explicar las bajas eficiencias de esta técnica. Ademas
estos autores en 2009 (Luo et al., 2009) descubrieron que la expresién de los genes
mycb y klf4 estaba alterada en células de higado procedentes de embriones obtenidos
por TN. Esto es similar a la reprogramacion de células diferenciadas a un estado
pluripotente in vitro (Takahashi y Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007). Las células
diferenciadas pueden ser reprogramadas a un estado embrionario, mediante TN a
ovocitos o por fusién con células madre embrionarias (ES). Takahashi y Yamanaka
(2006) demostraron la induccién de células madre pluripotentes a partir de
fibroblastos de raton de embriones o de adultos con la introduccién de cuatro
factores: Oct3/4, Sox2, c-Myc y KIf4. Es por esto por lo que estos autores creen que el
balance entre la expresion de estos dos genes (mycb y klf4) podria ser importante en
los procesos de reprogramacion de embriones de pez cebra obtenidos por TN (Luo et
al., 2011).

Uno de los principales obstaculos de los experimentos de transferencia nuclear
de células somaticas (TNCS) en pez cebra es la escasez de conocimientos acerca de la
reprogramacion nuclear somatica en los huevos reconstituidos. La eficiencia de la
TNCS puede variar considerablemente en funcién de la fuente y los tipos de células
somaticas donantes, ya que pueden tener diferentes capacidades para ser

reprogramados por el ooplasma. Por tanto, seria interesante identificar los factores
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gue regulan el potencial de las células somaticas donantes que favorecen su
reprogramacion.

Hongtuo y Chingjiang (2001) para estudiar el TN en peces, fusionaron células
de blastula y gastrula con oocitos inactivados por luz UV mediante electrofusién.
Obtuvieron un bajo porcentaje de efectividad, en gran medida debido a que los
ovocitos son mucho mas grandes que la célula donante del nucleo.

En el TN en pez cebra la localizacion del punto de eyeccidn del nucleo (el polo
animal) requiere la activacion previa del ovocito porque el micropilo no es facil de
detectar (Poleo et al. 2001). Recientemente, en nuestro laboratorio han publicado un
articulo en el que se describe la capacidad de realizar TN usando ovocitos no activados
sin la necesidad de decoriornarlos o localizar el micropilo (Pérez-Camps et al., 2010).

Los factores implicados en el éxito del TN son muy complejos. En mamiferos y
peces, se ha observado que la mayoria de los embriones clonados no completan su
desarrollo, y algunos de los animales clonados que sobreviven presentan
anormalidades. La causa principal puede ser la reprogramacién epigenética defectuosa
o incompleta del nucleo donante, que afecta a la expresion de los genes necesarios
para las fases de desarrollo de los embriones clonados. Esto es debido a los distintos
tipos de células donantes del nucleo utilizadas en TN presentan diferentes capacidades
para ser reprogramadas por el ooplasma. Por tanto, seria interesante identificar los
factores que regulan el potencial de las células donantes para ser reprogramadas, por

ejemplo, analizando el perfil de expresidn génica.
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1. OBJETIVOS

Como parte del estudio del fendmeno de imprinting y reprogramacién en pez
cebra basado en células haploides y transplante nuclear, se pretenden alcanzar los

siguientes objetivos:

1. Evaluar las eficacias de las diferentes etapas del proceso de obtencion de células
haploides (donantes en TN) en funcion de la estirpe (wild vs. gold) y del tipo
(androgenota vs. ginogenota) asi como de la técnica de cultivo (estandar vs. larva
entera):
= Tasa de fecundacién.
= Tasas de desarrollo hasta etapas clave.
= Tasa de contaminacion.
= Tasa de fijacidn al sustrato de los cultivos.
= Tasa de colonizacion del sustrato.

2. Evaluar la capacidad de supervivencia de las larvas mas alld de las 24 horas y de su

liberacion del corion.
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IIl. MATERIAL Y METODOS

3.1. Cuidado y mantenimiento de las colonias de peces cebra

Se usaron estirpes wild (silvestre) y gold (albina) de peces cebra, Danio rerio.
Estas dos poblaciones se mantuvieron separadas en las proporciones adecuadas (3:2
hembras/macho), bajo condiciones estandar (Westerfield, 2007). La alimentacidn fue a
base de granulado comercial para peces tropicales y suplementada con yema de huevo
descongelada y carne de camardn, como alternativa al alimento vivo (daphnia o
nauplios de artemia), los cuales son habitualmente recomendados para la produccién
de huevos (Westerfield 2003, Simao et al., 2007). La distribucion del alimento fue
automatica y los acuarios utilizados fueron de 25 litros, con filtrado del agua. El ciclo

celular estaba regulado por 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad.

Figura 8. Mantenimiento de las colonias de peces cebra adultos.

3.2. Obtencion de gametos no activados

En el momento en el que se producia el amanecer artificial, se seleccionaron
aquellos acuarios donde los peces mostraban comportamiento reproductivo.
Inmediatamente se separaban los machos y las hembras para evitar la reproduccién

natural.
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3.2.1. Obtencion de ovocitos

Solo se extrajeron oocitos de aquellas hembras que manifestaban claramente
comportamiento reproductivo y se evaludé posteriormente la calidad (coloracidn,
forma, tamano, opacidad, etc.) de los évulos obtenidos (Nisslein-Volhard y Dahm,
2002). Para ello, las hembras se anestesiaban en una solucién de aceite de clavo (100
uL en 1L de agua declorada y descalcificada: agua de sistema; Westerfiled, 2007) y los
oocitos se obtuvieron por extrusion de la cavidad ovarica. Debia tenerse especial
cuidado que los huevos no entraran en contacto con agua dulce, puesto que se
activarian de forma inmediata. A continuacion, los huevos se depositaban en Hank’s
(Hanks” buffered salt solution; Sigma-Aldrich H8264) con 1.5% (v/v) de seroalbimina
bovina (BSA) y 0,1 g de NaCl/100 cc de medio Hank’s (medio para ovocitos; pH 7,4;
osmolaridad 310 — 320 mOsm) a 8 2C de temperatura hasta su uso (1hora y 30 minutos

como maximo).
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Figura 9. Obtencién de ovocitos.




3.2.2. Obtencion de semen

Los machos que manifestaban comportamiento reproductivo se anestesiaban
segun se ha descrito anteriormente. Luego, se presionaba suavemente la cavidad
abdominal mientas se recogia el semen del poro genital en microcapilares (1 x 90 mm,
Narishige Scientific Instrument Lab.) individuales de vidrio. Se disolvio el semen de 2-3
machos diferentes (0,5-2 pl/macho) en 100 pul de medio para ovocitos, que permite

mantener el semen en estado no activado.
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3.3. Radiacion de gametos

3.3.1. Radiacién de semen (Obtencion de ginogenotas)

Se radiaron muestras de semen diluidas en 100 pl de solucién balanceada de
Hanks’s (Cardona-Costa et al., 2009) usando una ldmpara germicida UV (General
Electric, 30W). La radiacion se llevé a cabo a 62 cm del foco, aplicando una dosis de
radiacion de 0,529 mW/cmZ, medida con un USB 400 (Espectrometro de fibra dptica
en miniatura; Ocean Optics Inc. First In Photonics, USA). Se utilizé un vortex (MS1; IKA-
Works Inc., Wilmigton, CA, USA) a 200 rpm con el objeto de homogeneizar el area de
radiacidon durante la exposicidn a la luz UV (Francisco-Simao et al., 2010) (Figura 9). El

tiempo de radiacién fue de 1 minuto.

3.3.2. Radiacidén de ovovitos (Obtencion de androgenotas)

Los ovocitos recolectados fueron radiados con luz UV siguiendo el mismo

procedimiento que para el semen, pero sin agitacion y durante 12 minutos.

Campana de flujo laminar. / Agitador.

Figura 11. Equipos necesarios para
la radiacion de gametos.

Ldmpara de luz UV.
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3.3. Fecundacion in vitro

En el pez cebra, los ovocitos pierden rdpidamente su capacidad postovulatoria
de ser fertilizados (90 minutos). Ademas, el tiempo entre la activacion completa de los
ovocitos y la fecundacién in vitro es extremadamente corto (segundos) en pez cebra
(Nisslein-Volhard y Dahm, 2002). Antes de cada ensayo de fecundacién, se evalué la
motilidad del esperma por revision visual a 200x aumentos después de afadir agua de
sistema. Solo se usaron las muestras que mostraban una éptima motilidad (80-100 %).

La fecundacién in vitro de ovocitos no radiados con esperma radiado vy
viceversa se llevo a cabo siguiendo el método descrito por Westerfield (2007). Los
ovocitos no activados se mezclaron con el semen en placas Petri de 35 mm y ambos
gametos se activaron por adiccion de 1 ml de agua de sistema. Tras 2-3 minutos, la
placa se rellené con agua de sistema para permitir un buen desarrollo de los
embriones. El cultivo se llevd a cabo a 28,5 °C.

Transcurridas 24 horas, las larvas que presentaban el llamado “sindrome
haploide” fueron seleccionadas para cultivo in vitro o para el analisis del grado de
supervivencia, en funcién del nimero obtenido (para el primer caso son necesarias un

gran numero, al menos unas 15).

3.4. Cultivo de larvas haploides

Transcurridas 24 horas, si el nUmero de larvas haploides era mayor de 20 estas
se seleccionaron para el cultivo in vitro. Estas larvas haploides fueron decorionadas
mecanicamente, desinfectadas con 0,2 % v/v lejia/agua de sistema y lavadas en
solucidn salina tamponante Hank’s. Las larvas ginogenotas y androgenotas fueron
cultivadas por separado en medio Leibovitz suplementado con 20 % de BFS y 0,036
g/100 ml de glutamina (L15-FBS) en placas Petri de 9 cm a 28,5 °C (Westerfield, 2007).
Se utilizaron dos métodos de cultivo: cultivo estandar y cultivo de larvas enteras
(Figura 10). En el primer método de cultivo las larvas ademas de ser decorionadas,
también se les elimina el vitelo y son disgregadas en la placa de cultivo para su fijacién.
En el segundo caso, las larvas son decorionadas Unicamente y se colocan en la placa de

cultivo para que se fijen solas.
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Decorionado mecéanico de las larvas.

-

Eliminacion del vitelo.

-
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Método de
cultivo de larvas
enteras.

Figura 12. Métodos de cultivo de larvas haploides.
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3.5. Disefio experimental

El presente trabajo persigue varios objetivos cuya consecucién ha exigido la

ejecucion de diferentes experimentos:

Experimento 1. Fertilizaciéon in vitro de gametos (espermatozoides u ovocitos)

tras ser radiados con luz UV.

Este experimento nos permite evaluar si la capacidad de fertilizacion de los
gametos tras ser radiados se mantiene y si esta capacidad es independiente de
la cepa de pez cebra utilizada (gold y wild). Para ello se compard el porcentaje
de embriones que sobreviven a 3 horas posfertilizacion (estadio MBT; Figura
13). Se diferenciaron cuatro grupos experimentales en funcién de la cepa
utilizada y el tipo de gameto radiado: gold ginogenotas, wild ginogenotas, gold

androgenotas y wild androgenotas.

Figura 13. Embrién en estadio MBT.

En este experimento también se evalud la influencia de la radiacion UV en la
capacidad de los gametos para llevar a cabo la fertilizacién y su eficacia en la
produccidn de larvas haploides. Para ello, se valoréd el porcentaje de embriones
que dieron lugar a larvas y el porcentaje de larvas que presentaban el llamado

“sindrome haploide” a 1 dia posfertilizacidon, respectivamente.
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= Experimento 2. Aislamiento de las larvas haploides ginogenotas y androgenotas

y evaluacién de la supervivencia.

Se observé el estado del corion y el latido del corazén de las larvas haploides
cada 24 horas, hasta la muerte de las mismas. Al igual que en el experimento 1,
se diferenciaron cuatro grupos experimentales en funcién de la cepa utilizada y
el tipo de gameto radiado: gold ginogenotas, wild ginogenotas, gold

androgenotas y wild androgenotas.

= Experimento 3. Optimizacion de los métodos de cultivo de larvas y su

mantenimiento a largo plazo.

Se valoré la capacidad de crecimiento y proliferacion en cultivo de las células
procedentes de larvas haploides, asi como el potencial que presentan para los
cultivos prolongados. Para ello, se establecieron 6 grupos experimentales en
funcién de la estirpe, de la dotacidon cromosémica y del tipo de cultivo llevado a
cabo: wild (control DP cultivo estandar; HP cultivo estandar; HP cultivo larvas
enteras), gold (control DP cultivo estandar; HP cultivo estandar; HP cultivo

larvas enteras).

3.6. Analisis estadistico

Los resultados de los experimentos en los que se compararon porcentajes

fueron analizados estadisticamente mediante un test Chi-cuadrado. Cuando el analisis

presentaba un solo grado de libertad se aplicé la correccién de Yates para la

continuidad.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En relacidon con la capacidad de fertilizacion in vitro de los gametos tras ser

radiados con luz UV, los resultados del experimento 1 se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Tasas de fecundacién, de desarrollo de embriones a larvas. Porcentaje de
larvas haploides (24 horas) obtenidas respecto al total de embriones MBT (Transicion
a media blastula) y respecto al total de larvas desarrolladas en los diferentes grupos
experimentales (wild androgenotas, wild ginogenotas, gold androgenotas y gold

ginogenotas).

wild gold
Androgenotas Ginogenotas Androgenotas Ginogenotas
Tasa de 475/1144° 873/1632b 304/676° 794/1867°
fecundacion (41,52 % (53,49 %) (53,85 %) (42,53 %)
Tasa de
desarrollo de 403/527° 272/636° 234/312° 425/783b
embriones a (76,47 %) (42,77 %) (75 %) (54,28 %)
larvas
% larvas HP
respecto total 65/527° 148/636" 24/312° 232/783°
embriones (12,33 %) (23,27 %) (7,69 %) (29,63 %)
MBT
% larvas HP
respecto el 65/403° 148/272° 24/234°¢ 232/425°
total larvas (16,12 %) (54,41 %) (10,26 %) (54,58 %)
desarrolladas

Entre columnas, datos con diferente superindice son estadisticamente diferentes (p < 0,05).

El tipo de gameto radiado y la estirpe no afectan a la tasa de fecundacion,

evaluada en estadio MBT, ya que aunque uno de los grupos difiere significativamente
del resto, las tasas son muy similares (entorno al 40-50 %). Esto indicaria que la
radiacion UV no afecta de manera diferencial la capacidad fecundante de los ovocitos
o de los espermatozoides. Ademas, dado que la valoracion de la fecundacion se realiza
en estadio MBT (3 horas tras la fertilizaciéon) este resultado también indicaria la
ausencia de efectos diferenciados de los factores estirpe y gameto radiado sobre la

supervivencia hasta dicho estadio.
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En cuanto a las tasas de desarrollo hasta larva de 24 horas, se observd una
mayor tasa de desarrollo de embriones a larvas en androgenotas que en ginogenotas,
independientemente de la estirpe, que indicaria de un lado que la radiacién UV del
oocito solo afecta a la cromatina nuclear pero no a la organizacion ooplasmatica dadas
las elevadas tasas de desarrollo que presentan los androgenotas y, de otro, que el
material genético paterno es mas importante en las primeras etapas del desarrollo
embrionario que el genoma materno o bien que la activacion mediante el
espermatozoide radiado previamente no es totalmente eficiente. Debe tenerse en
cuenta que las primeras etapas del desarrollo embrionario, hasta la transicion MZT, es
gobernada por el ARNm del ovocito y hemos visto que hasta MBT no se detectan
diferencias relevantes. Sin embargo, quizas la informacion aportada por el
espermatozoide si sea critica en estadios postgastrulacion. Ungar et al. (1998) en sus
experimentos de produccion de androgenotas haploides en pez cebra observaron que
el 30 % de los embriones moria dentro de las primeras 24 horas. En nuestro caso, el
porcentaje de muerte para los androgenotas haploides es algo menor, entre el 24-25 %
(supervivencia entorno al 75-76 %).

Por su parte, Corley-Smith et al. (1996) también produjeron androgenotas
haploides en pez cebra con rayos X y observaron que el 10,20 % (5/49) de larvas eran
haploides. En nuestro caso, el porcentaje de larvas haploides obtenido es mas alto en
la estirpe wild (12,33 %) que en la gold (7,69 %), siendo estos valores muy similares a
los obtenidos por Corley-Smith et al. (1996) con radiacién por rayos X.

En cuanto al porcentaje de larvas HP (haploides) obtenidas, ya sea respecto al
total de embriones MBT como al total de larvas desarrolladas, se observa una clara
diferencia entre androgenotas y ginogenotas, a favor de estas ultimas,
independientemente de la especie. Esto puede deberse a que la inactivacién del
material genético materno sea mas dificil que la inactivacion del genoma paterno
mediante la radiacion UV. De hecho la dosis establecida en nuestro laboratorio (Simao
et al., 2010; Simao et al., 2011) es diferente (y mas elevada) para ovocito que para
espermatozoide. Debe tenerse en cuenta que la radiacidén de ovocitos, en funcién de la
dosis aplicada, puede provocar la destruccién de otros componentes citoplasmaticos
como el ADNm (Gillespie y Armstrong, 1980, 1981, en Lozano et al., 1987), y el ARNm

(Thorgaard, 1983), requeridos para obtener larvas viables.
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En relacién al experimento 2 y la evaluacién de la capacidad para liberarse del

corion por las larvas haploides, los resultados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Capacidad de rotura del corion de las larvas de los cuatro grupos

experimentales (wild androgenotas, wild ginogenotas, gold androgenotas y gold

ginogenotas).

wild gold
Androgenotas Ginogenotas Androgenotas Ginogenotas
Larvas totales 21 18 19 48
Liberadas (sin 18/21° 8/18° 12/19%° 40/48%
corion) (85,71 %) (44,44 %) (63,16 %) (83,33 %)

Entre columnas, datos con diferente superindice son estadisticamente diferentes (p < 0,05).

A la vista de la tabla y aunque existan diferencias significativas, no cabe
proponer hipdtesis alguna dada su incongruencia, lo Unico que cabe sefialar es que, en
conjunto, el 73,58 % de las larvas (78/106) no presentaban dafios en su maquinaria
enzimatica que les impidiera la rotura del corion. Dong et al. (2007) realizaron estudios
de radiacion de embriones de pez cebra con luz UV y observaron que esta radiacidon
disminuia la capacidad de eclosion de las larvas debido a los dafios en la maquinaria

enzimatica necesaria para la rotura del corion causados por la radiacion UV.
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En relacidn al experimento 2 y la evaluacion de la supervivencia de las larvas haploides, los resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Supervivencia de las larvas de los cuatro grupos experimentales (wild androgenotas, wild ginogenotas, gold androgenotas y gold

ginogenotas) en funcion del numero de dias postfertilizacion (d.p.f.).

6E

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
d.p.f. |d.pf. |dpf. |dpf. |dpf |dpf. |dpf. |dpf. |dpf. |dpf. |dpf. |dpf |dpf. |dp.f|dp.f.
wild 19/22 | 18/22 | 16/22 | 15/22 | 15/22 | 11/22 | 11/22 | 8/22 8/22 8/22 2/22 | 2/22 |2/22 |1/22 | 0/22
Androgenotas | (95 %) | (81,82 | (72,73 | (68,18 | (68,18 | (50 %) | (50 %) | (36,36 | (36,36 | (36,36 | (9,09 | (9,09 | (9,09 | (4,55 | (0%)
%) %) %) %) %) %) %) %) %) %) %)
wild 10/18 | 8/18 7/18 7/18 6/18 6/18 5/18 3/18 2/18 2/18 1/18 | 1/18 | 0/18

Ginogenotas | (55,55 | (44,44 | (38,88 | (38,88 | (33,33 | (33,33 | (27,78 | (16,67 | (11,11 | (11,21 | (5,56 | (5,56 | (0 %)
%) %) %) %) %) %) %) %) %) %) %) %)

gold 12/19 | 8/19 |7/19 |5/19 |5/19 |5/19 |5/19 |2/19 |1/19 |1/19 |O0/19
Androgenotas | (63,16 | (42,11 | (36,84 | (26,32 | (26,32 | (26,32 | (26,32 | (10,53 | (5,26 | (5,26 | (0%)
%) %) %) %) %) %) %) %) %) %)

gold 45/48 | 25/48 | 21/48 | 21/48 | 16/48 | 8/48 |3/48 |3/4a8 |3/48 |o0/48
Ginogenotas | (93,75 | (52,08 | (43,75 | (43,75 | (33,33 | (16,67 | (6,25 | (6,25 | (6,25 | (0 %)
%) %) %) %) %) %) %) %) %)

Para ver mejor la evolucion de la supervivencia de las larvas haploides de los cuatro grupos experimentales, se han representado los

datos en la gréfica 1.
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Grafica 1. Evolucidn de la supervivencia de las larvas de los cuatro grupos experimentales a lo largo del tiempo.

La supervivencia de las larvas haploides, ya sean androgenotas o ginogenotas, supera en este trabajo a las obtenidas por otros autores
han que obtienen habitualmente supervivencias larvarias de hasta cinco dias (Ungar et al, 1998; Nisslein-Volhard y Dahm, 2002). En nuestro
caso, las larvas de la estirpe wild sobreviven mas que las de la estirpe gold, lo que puede deberse a que la estirpe wild es la que esta presente
en la naturaleza, por lo que presenta menos mutaciones que influyan en el desarrollo larvario que en la gold. De esta grafica también cabe
concluir que las larvas haploides no son capaces de alcanzar el estadio adulto, hecho que ya habian observado varios autores (Mair et al., 1986;

Mair, 1993).



Tabla 4. Porcentaje de larvas que sobreviven a los 5 y 10 dias post-fertilizacion en los
diferentes grupos experimentales (wild androgenotas, wild ginogenotas, gold

androgenotas y gold ginogenotas).

wild gold
Androgenotas Ginogenotas Androgenotas Ginogenotas
sot)arrev\i\slgsz ] 15/22° 7/18% 5/19° 21/48%
dp.f (68,18 %) (38,88 %) (26,32 %) (43,75 %)
s;i:\;i/sivqeiea 8/22° 2/18% 1/19% 3/48°
10 d.p.f (36,36 %) (11,11 %) (5,26 %) (6,25 %)

Entre columnas, datos con diferente superindice son estadisticamente diferentes (p < 0,05).

Ungar et al. (1998) obtuvieron embriones de pez cebra haploides
androgenotas, los cuales detuvieron su desarrollo aproximadamente cuatro dias
después de la fertilizacion (3 a 5 dias). En nuestro caso, hemos visto que los embriones
son capaces de sobrevivir mds alld de 5 dias, incluso 10, aunque no son capaces de
completar su desarrollo hasta el estadio adulto. Se obtuvieron porcentajes de
supervivencia mas elevados tanto a 5 como a 10 dias postfertilizacién en la estirpe wild
gue en la gold. Este hecho es de gran relevancia a la hora de utilizar los cultivos
celulares derivados de tales larvas en experimentos de transplante nuclear de células
somaticas, ya que con ello se podra evaluar mejor la capacidad del ovocito para
reprogramar el ndcleo de células somaticas haploides procedentes de larvas que han
sobrevivido un maximo de 11-16 dias, y por tanto casi totalmente diferenciados,
pudiendo depender ademds de su condicion androgenota o ginogenota.
Efectivamente, el ovocito receptor (no enucleado) es capaz de reprogramar la célula
somatica haploide, se obtendran larvas que habran recuperado su condicion diploide y
gue seran capaces de alcanzar estadios adultos e incluso estadios adultos e, incluso,

ser fértiles.
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Tabla 5. Tasas de fijacion y proliferacion de los cultivos de larvas en funcion del grupo
experimental: wild (control DP cultivo estandar; HP cultivo estandar; HP cultivo
larvas enteras) y gold (control DP cultivo estandar; HP cultivo estandar; HP cultivo
larvas enteras). Ambas tasas estan calculadas respecto al numero de placas de

cultivo, no respecto al nimero de larvas puestas en cada placa de cultivo.

Tasa de fijacion Tasa de colonizacién
DP estandar 2/2 (100 %) 2/2 (100 %)
Wild HP estandar 8/8 (100 %) 5/8 (62,5 %)
HP enteras 2/2 (100%) 1/2 (50 %)
DP estandar 3/3 (100 %) 3/3 (100 %)
Gold HP estandar 2/5 (40 %) 2/5 (40 %)
HP enteras 3/3 (100 %) 2/3 (66,67 %)

Por lo que se refiere a la tasa de fijacion al sustrato de las larvas puestas en
cultivos, es de resaltar que en todos los grupos experimentales se obtiene un alto
porcentaje de fijacidon, exceptuando el grupo gold HP estandar. Debe resaltarse que
esta etapa experimental se vio profundamente afectada por las elevadas tasas de
contaminacién ambiental por hongos (también presente en similares formas en
laboratorios de Singapore M. Pérez-Camps: comunicacion personal). En nuestro caso
se achaca tal grado de elevada contaminacién a la elevada pluviometria en nuestro
entorno y en este afio. En cualquier caso, la reduccion final en los efectivos impidio la
realizaciéon de andlisis estadisticos. En cuanto, a la tasa de colonizacién del sustrato
(proliferacion) los resultados son mas variables, siendo el cultivo estandar de larvas HP
en el que menor porcentaje de colonizacidn se observa, tanto en la estirpe gold como
en la wild. Una explicacion plausible para ello seria que las células procedentes de
larvas haploides pueden presentar requerimientos de cultivo diferentes a los diploides,
debido posiblemente a la existencia de imprinting gendmico (Tsalavouta et al., 2009;

Jiang et al., 2010).
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V. CONCLUSIONES

1. El tipo de gameto radiado (oocito o espermatozoide) y la estirpe (wild o gold)

no afectan a la tasa de fecundacion ni a la supervivencia hasta estadio MBT.

2. El mayor porcentaje de larvas haploides se obtuvo cuando se radiaron los
espermatozoides, lo que sugiere que la inactivacion por radiacion UV del

material genético materno sea menos eficaz que la del genoma paterno.

3. Pese a lo descrito por otros autores, se han observado supervivencias de las
larvas haploides mas alla de 5 dias, incluso 10, aunque no sean capaces de
completar su desarrollo hasta el estadio adulto. Este hecho es de gran
relevancia cuando se pretenda evaluar la capacidad del ovocito de reprogramar
el nucleo de células somaticas haploides procedentes de larvas de 24 horas y
hasta 11-16 dias, con sus células mucho mas diferenciadas, dependiendo de la

estirpe y el tipo de gameto radiado (androgenotas y ginogenotas).

4. Uno de los principales problemas que se presenta en el establecimiento de
cultivos celulares haploides, y que es muy dificil de controlar, es la aparicién de
multiples contaminaciones, particularmente por hongos, lo que requerird la

adicion de un antifungico especifico.
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