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PAPEL DE LA MAP CINASA Y CAMBIOS ELECTROFISIOLOGICOS DURANTE
LA MADURACION Y LA FECUNDACION DE LA LAPA CAMUN Lottia gigantea.

Resumen aprobado por:

DRA. MEREDITH GOULD CHAMBERS

RESUMEN

La fosforilacién de proteinas es uno de los mecanismos celulares mas utilizados
para regular las funciones proteicas; la familia de la proteina cinasa de actividad
mitogena (MAPK) estd involucrada en la traduccion y amplificacién de sefiales. Los
estudios realizados en relacién al papel que desempeifia la MAPK  han sido
principalmente en ovocitos que arrestan en metafase II, de aqui la importancia de llevar a
cabo estudios de la MAPK en organismos que arrestan en metafase I de meiosis,
caracteristica de los moluscos, phylum al que pertenece la lapa Lottia gigantea.

En el presente trabajo se detecté la activacion de la proteina MAPK en
maduracién en los ovocitos de la lapa, la cual fue desactivada después de la fecundacion.
Sin embargo la activacién de la MAPK no fue necesaria para la ruptura de la vesicula
germinal ni para el arresto en metafase I, aunque el mantenimiento del arresto en
metafase I si requirié de la sintesis de otra (s) proteina (s). En la maduracidn se presenta
un potencial de accién cuya base ionica es de Ca®".
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INTRODUCCION

La lapa comin Loftia gigantea es un organismo que pertenece al Phylum
Molusca que habita en la zona intermareal de la costa de Baja California, fue explotada
comercialmente durante los afios de 1919 y 1920 en California, en la regioén se utiliza
como alimento. Este organismo es territorialista, con la ayuda de su rddula mantiene
limpia su rea de competidores y solo permite el crecimiento de algas en la periferia, el
territorio que guarda es aproximadamente de 1000 cm’. Tiene una longevidad de entre
10 y 15 afios, su reproduccion la lleva a cabo en el invierno durante los meses de octubre

a diciembre; es un organismo monoico y su fecundacion es externa (Morris ef al., 1980).

El mecanismo de meiosis ha sido poco estudiado en esta especie, asi como en el
resto de los moluscos. En el ovario, los ovocitos de la lapa se encuentran inmaduros
arrestados en profase I de meiosis, fase que se caracteriza porque los cromosomas se
encuentran en diploteno en la vesicula germinal. Estos ovocitos al estar inmaduros no
pueden ser fecundados, por lo que es necesario llevar a cabo estimulos hormonales los
cuales causan su maduracién y tipicamente proceden a metafase I (fase en la que los
cromosomas se condensan y se rompe la vesicula germinal) de meiosis, donde se
arrestan hasta la fecundacién (Ortiz, 1996).

La fosforilacion de proteinas es uno de los mecanismos celulares més utilizados
para regular las funciones proteicas. La familia de las proteinas cinasas puede estar
involucrada en la transduccion y amplificacién de las sefiales. La proteina cinasa de
actividad mitogena (MAPK por su siglas en ingles) de 42 KDa pertenece a la familia de
las cinasas, se localiza en el citoplasma donde cataliza la fosforilacion de otras proteinas,
en las células eucariotas la MAPK es empleada para la transmision de sefiales para
regular proteinas en el citoplasma y en el micleo. Esta familia y su cascada de activacién
son altamente conservadas (Huang, 1995).

MAPK es activada al ser fosforilada especificamente en una tirosina y una
treonina. Varios estudios realizados en Xenopus leavis implican a la cascada de MAPK
en la iniciacion del rompimiento de la vesfcula germinal (RVG). Otros estudios indican




que la MAPK tiene un papel esencial en el factor citostitico (FC), la actividad
responsable para llevarse a cabo el arresto de los ovocitos en metafase meiotica antes de

la fecundacion (Sagata, 1997).

Xenopus leavis es el organismo mejor estudiado en cuanto a la cascada de la ruta
de activacion de MAPK en meiosis. Hasta la fecha se sabe que dentro de las proteinas
que intervienen en esta ruta se encuentra Mos, proteina de la familia de las cinasas que
cataliza la activacion de MAP cinasa cinasa (MEK, MAPK/ERK cinasa), la cual a su
vez fosforila a la MAPK para su activacion; se sabe que Mos es un componente activo
del FC (Sagata et al., 1989), el cual es responsable del arresto de ovocitos fecundados de
anuros en metafase II, ademas de ocasionar la estabilizacion del factor promotor de
maduracién (MPF de sus siglas en ingles) que es un complejo entre la proteina cinasa
Cdc2 y la proteina Ciclina B. El MPF se encarga de inducir a los ovocitos a iniciar la
maduracién (Revisado por Stephano, 1993). La actividad de MEK es indispensable para
el desarrollo del FC, MAPK constitutivamente activa puede por si misma activar el
factor citostatico (Haccard ef al, 1993). La desaparicion de Mos después de la
fecundacién es la responsable para la desaparicion del FC (Sagata et al.,, 1989 y
Watanabe ef al., 1989); los estudios realizados por los antes mencionados en relacién al
papel que desempefia la MAPK han sido llevados a cabo en ovocitos que arrestan en
metafase II de meiosis, por lo cual es importante llevar a cabo estudios enfocados en
ovocitos que arrestan en metafase I de meiosis para comprender mejor el desarrollo de

los organismos a nivel celular y molecular.

Las caracteristicas de las condiciones electrofisiolégicas de la membrana son
otro aspecto importante a considerar en la maduracién de los ovocitos ya que presenta
respuestas a los cambios ionicos que se establecen en el proceso. Se sabe que, durante la
maduracion es tipico que la resistencia de la membrana disminuya y de lugar, en algunos
organismos, al registro de un potencial de accidn, el cual se produce por corriente
eléctrica que se propaga en la membrana lo cual le provocard una despolarizacién. Los
potenciales influyen en el flujo de los diferentes iones que intervienen durante la
maduracién y la fecundacion. En relacion a éste tltimo, existen mecanismos en los
ovocitos para evitar polispermia, uno de ellos es el bloqueo eléctrico que utilizan varias
especies para regular la entrada de los espermatozoides (Jaffe y Gould, 1985). La




caracterizacion de las propiedades eléctricas de la membrana de ovocitos maduros
permite comprender las bases ionicas que se presentan cuando estan listos para ser

fecundados.




ANTECEDENTES

La proteina cinasa de actividad mitogena (MAPK) interviene en la cascada de
sefialamientos de proteinas cinasas, teniendo efecto en la regulacién de enzimas en el
citoplasma y en el control transcripcional del ADN (Fig 1). Para que la proteina sea
activa requiere la fosforilacién de dos sitios, la treonina y la tirosina que se encuentran
en un triplete TEY (Treonina, Acido Glutdmico, Tirosina).

?

v
MAPKK (MEK)

MAPK (ERK)

Regulacion  Transcripcién
de Enzimas del ADN

Figura 1. Cascada de activacion de MAPK que interviene en meiosis (Mordret, 1993).




El papel de la MAPK en los modelos mejor estudiados hasta el momento son los
de Xenopus, raton y estrella de mar. En Xenopus la MAPK sdlo es necesaria para llevar
a cabo la ruptura de la vesicula germinal (RVG), en la transicion de metafase I a
metafase I v en el arresto en metafase II; en ratdn no es requerida para la RVG pero si
para el paso de metafase I a metafase II y el arresto en metafase II; en estrella de mar
reprime la sintesis de ADN en ovocitos maduros pero solo en algunas especies. En

anélidos como en otros invertebrados no se sabe cual es su papel.

MAPK en Xenopus

La primera descripcion de la posible importancia de la MAPK en meiosis fue
realizada por Sagata et al., (1988), llevando a cabo microinyeccién de oligonucieétidos
antisentido especificos para RNA de c-mos (proto-oncogen que codifica para la proteina
Mos) en ovocitos de Xenopus, después de estimularlos con progesterona para obtener su
maduracion, obtuvieron que no solo se previene la expresion de Mos sino que también
bloguea la RVG, indicando asf su importancia para la maduracién meidtica.

Cuando la proteina Mos fue introducida en ovocitos inmaduros se indujo la
activacion de MAPK, estos resultados demostraron que la MAP cinasa cinasa (MAPKK)
es responsable de la activacién de MAPK, que a su vez es necesaria para llevar a cabo la
RVG a través de la activacién del factor promotor de maduracion (MPF) durante el
proceso de maduracion. Ademds de que la microinyeccién del anticuerpo contra
MAPKXK en ovocitos inmaduros evita la activacién de MAPK al inducir su maduracion
con progesterona y €sto inhibie la RVG (Kosako ef al., 1994).

En estudios posteriores cuando se llevé a cabo la inyeccion de la proteina Mek
modificada para inducir maduracién meiotica, observaron la RVG de igual forma que
cuando los ovocitos se indujeron a maduracién con progesterona (Huang et al., 1995).

MAPK activa es capaz de llevar a cabo la activacion del factor promotor de
maduracion (MPF) y promover la RVG en Xenopus (Haccard et al., 1995). En afios
posteriores Roy et al., (1996) determinaron que la microinyecciéon de MAPK activa
indujo de nuevo a la sintesis de Mos™® antes de la activacién de MPF, ésto sugirio que
debe de existir una retroalimentacion entre MAPK y Mos. Se concluyd que la actividad




de MAPK es necesaria antes de la ruptura de la vesicula germinal en ovocitos de
Xenopus. Cuando se utilizd el inhibidor de sintesis proteica se observé que la sintesis de

Mos fue necesaria durante la maduracién.

En estudios realizados en Xenopus cuando se llevd a cabo la inyeccién de
oligonucleétidos antisentido de mos en ovocitos con la vesicula rota, después de formar
un cuerpo polar fueron a interfase y sintesis de ADN en lugar de proceder a metafase II.
Esto indica que la MAPK también es necesaria para llevarse a cabo la transicion de
metafase I a metafase II (Furuno ef al., 1994).

La onco-proteina c-Mos que se presenta en ovocitos sin fecundar en Xenopus,
desaparece en la fecundacién. La microinyeccion de RNA sintético de mos en embriones
de dos células indujé al arresto mitético, en contraste cuando se inmunoprecipitaron
extractos de citoplésma con anti-Mos se perdio la actividad de arresto de los embriones
inyectados. Estos resultados demostraron que en Xernopus la proteina Mos es parte del
Factor Citostatico (Sagata et al., 1989).

El resultado obtenido por Haccard et al., (1993) de la microinyeccion de MAPK
activa en embriones de dos células de Xenopus fue la induccién al arresto de los
embriones en metafase de la misma manera en que lo hace c-Mos, lo cual sugirio que la
actividad del FC es mediada por MAPK.

MAPK presenta un incremento en su activacién en meiosis [ y se mantiene activa
hasta después de 30 min de la fertilizacién, punto en el que se desfosforila y no se
detecta de nuevo hasta después de 12 divisiones. En base en estos resultados Ferrell et

al., (1991) concluyeron que la MAPK no interviene en mitosis.

MAPK en raton

Verlhac ef al.,, (1994) observaron el momento en el que actua la MAPK, al
trabajar con la activacion de MAPK y MPF. Los ensayos sobre la capacidad de
fosforilacién de MAPK demostraron que la MAPK se activa después de la RVG, por lo

tanto la MAPK no es necesaria para llevarse a cabo el RVG, pero si en la meiosis.




Durante la progresion de metafase I a metafase II, en la maduracion de ovocitos,
se mantienen altos niveles de MAPK activa (Moos ef al., 1995). En ratones se realizaron
ensayos de Inmunotransferencia con un antisuero contra un péptido codificado por el
gen v-mos para determinar la presencia de c-Mos en ovocitos, observando que la
cantidad de c-Mos presente al tiempo de la emisién del primer cuerpo polar fue similar a
la observada en ovocitos en metafase II. Después de la fecundacion, la degradacion de c-
Mos ocurre posterior a la degradacion de ciclina B e inactivacion del factor promeotor de
maduracién (MPF). Aunque Mos es importante para el arresto en metafase, la salida de
ésta es debido a otras moléculas, (Weber ef al., 1991).

En el estudio realizado por Zhao et al., (1991) usaron un método de transferencia
mediante un campo eléetrico para introducir un anticuerpo contra c-Mos en ovocitos
inmaduros, los resultados que ellos obtuvieron fueron la RVG y la condensacién de

cromosomas pero no se formaron cuerpos polares.

Por otro lado, ovocitos de ratones mos -/- (delecién del gen) que formaron el
primer cuerpo polar pero no el segundo, dejaron de sintetizar ADN y continuaron
segmentacion (Colledge ef al., 1994; Hashimoto ef al., 1994; Choi et al., 1996). Aan no
se identifican las causas de la diferencia, aunque si se reconoce que la MAPK activa es
necesaria para meiosis normal. En resumen Mos no es requerida para que la RVG se
lleve a cabo, sin embargo es necesaria en el arresto en metafase II de ovocitos maduros.

MAPK en estrella de mar

En la estrella de mar Asterina miniata la activacién del factor promotor de
maduracién (MPF), precede a la activacion de MAPK, lo que sugiere que ésta (iltima no
estd involucrada en la activacion del MPF. Para estudiar esto, Sadler y Ruderman (1998)
usaron el inhibidor PD98059 que bloquea la cascada de activacién de MAPK cinasa.
Cuando los ovocitos son estimulados por I-Metiladenina (1-MA) en la presencia del
inhibidor PD98059, la actividad de MAPK es completamente bloqueada, pero ocurre la
activacion de MPF y la RVG, lo que sugiere que la MAPK no es requerida para la
activacién del MPF, la RVG 6 la formacion del primer cuerpo polar, no asf para la
segunda divisién meiotica que fue anormal. Con lo anterior se determind que la




activacion inicial de MAPK, durante meiosis I, es absolutamente dependiente de la

nueva sintesis proteica.

Normalmente la MAPK activa se mantiene después de la fecundacién, pero
cuando se llevé a cabo la inyeccidon de MEK se inhibié la sintesis de ADN y cuando
usaron la fosfatasa CL100, en ovocitos no fecundados, se llevd a cabo la sintesis de
ADN. Por lo cual concluyeron que la funcion de la MAPK activa, en estrella de mar, es
inhibir Ia sintesis de ADN antes de la fecundacion (Tachibana et al., 1997). Por otro lado
Picard ef al., (1996) trabajaron con 4. aranciacus y encontraron que se lleva a cabo la
sintesis de ADN antes de la fecundacién a pesar de que la MAPX esta activa.

MAPK en otros organismos

En Spisula solidissima trabajaron en la deteccion de la MAPK, que fue activada
antes de la ruptura de la vesicula y se inactivé después de la aparicion del segundo
cuerpo polar, pero no se identificé su funcion (Shibuya et al., 1992).

Finalmente en el anélido Chaefopterus pergamentaceus se encontrd que la
MAPK se activa antes de la ruptura de la vesicula germinal (RVG) pero aun cuando se
utilizé PD98059 para inhibir la actividad de MAPK se presenté la RVG (Eckberg,
1997).

Cambios electrofisiologicos en ovocitos

El tnico estudio realizado con lapa es el de Moreau er al., (1990) trabajaron con
Patella vulgata, reportando que los ovocitos maduros presentaron un potencial de accion
dependiente de Na' y Ca™, y que al agregarles NH,Cl (10-20mM) la conductancia
aument6 para disminuir después de la RVG, con la ocurrencia de un potencial de accién
espontaneo que durd aproximadamente de 8 a 10 min.

Alvarado et al, (1996) estudiaron la respuesta eléctrica de los ovocitos
inmaduros llevados a madurez con serotonina 0.2uM en la almeja Pismo, reportando un
incremento drastico en la resistencia en ovocitos inducidos a madurar, quiza debido a la

inactivacién de canales de K'. El potencial de accidn siempre estuvo presente en




ovocitos maduros, aunque no siempre fue detectado en ovocitos en profase

presumiblemente debido a su baja resistencia.

Los potenciales de accion de Ca # estén presentes en ovocitos inmaduros de
estrella, cuando la RVG es inducida por l-metiladenina disminuye la conductancia
llegando a su minimo alrededor del tiempo de la formacién del primer cuerpo polar,
donde son maés resistentes a la polispermia. Con el decremento en la conductancia se
requiere de menor corriente para obtener los potenciales de accién y su duracion es
mayor, después de la formacién del primer cuerpo polar, la conductancia y la

polispermia aumentan ofra vez.

Estudios en algunos organismos marinos como erizo, estrella de mar y gusano
marino Urechis caupo comprueban la disminucién en la conductancia de la membrana y
el potencial de accién mds prominente en ovocitos maduros, reforzando el bloqueo
eléctrico a la polispermia (Jaffe y Gould, 1985).

En algunos organismos se ha estudiado la regulacién del mecanismo meiotico,
donde intervienen la proteina cinasa de actividad mitogena (MAPK), pero estos
organismos arrestan en metafase Il de meiosis. En cambio los estudios son nulos en
organismos que arrestan en metafase I de meiosis, caracteristica de los moluscos, grupo
al que pertenece la lapa comin. Las propiedades electrofisidlogicas de la membrana
intervienen en la maduracién y fecundacién de los organismos por lo que al estudiar
¢stas propiedades se podra integrar mejor el conocimiento sobre la reproduccién de la
lapa.




OBJETIVO GENERAL

-Determinar el papel que desempefia la MAP cinasa y los cambios
electrofisioldgicos en maduracion y fecundacion de la lapa comin Lottia gigantea.

Objetivos Particulares

.- Deteccion y cuantificacion de la proteina MAP cinasa activa en los estadios

inmaduro, maduro y fecundado de la lapa.
2.- Relacionar la activacion de la MAPK con el desarrollo citologico.

3.- Caracterizar el potencial de reposo y el potencial de accién de la membrana
en ovocitos maduros de la lapa.

4.- Determinar la base ionica del potencial de accién

5.- Analizar el efecto del inhibidor PD98059 y de la Nifedipina sobre el
potencial de accion.
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MATERIALES Y METODOS

La recoleccion de lapas de ambos sexos se llevé a cabo en Punta Morro,
Ensenada, Baja California (Km 103 de la carretera Tijuana-Ensenada) durante los meses
de octubre, noviembre, diciembre y enero (1998-1999) que corresponden a su periodo
reproductivo. Las lapas fueron transportadas en un recipiente con agua de mar al bioterio
de la Facultad de Ciencias donde se instalaron en acuarios mantenidos a 16°C con filiro
biologico y aereacidn.

Obtencién de Gametos.

Los ovocitos se obtuvieron directamente de la génada de la lapa, para ello se
realizé una insicion ventral del lado derecho para exponer la génada, que en el caso de
las hembras su color es verde y en los machos es de color amarillo. Una vez expuesta se
raspd delicadamente con una pipeta pasteur para evitar dafio a los ovocitos y se
succionaron para depositarlos en un vaso de precipitado con 20 ml agua de mar a 16°C
previamente filtrada (filtro millipore 0.45um). Se lavaron varias veces para eliminar los

ovocitos dafiados y restos de tejido.

Para la extraccion de los espermatizoides se realizé el mismo procedimiento,
solo que estos no se diluyeron y se mantuvieron concentrados en tubos a 4°C. En
algunos casos como los espermas no se iban a utilizar de inmediato, no se extrajeron de
la gonada y la lapa se mantuvo en hielo hasta el momento de ser utilizadas que no
excedio de 8 hrs.

Maduracién de Ovocitos in vitro.

El estimulo para la maduracion de los ovocitos de la lapa fue a través de agua de
mar filtrada a un pH 9.0. Para ajustar el pH del agua de mar se agregd gota a gota el
NH4OH hasta ajustar a pH 9.0, para hacer las mediciones se utilizd un pHmetro digital.

Los ovocitos previamente lavados se centrifugaron aproximadamente a 500g y se

resuspendieron en un vaso de precipitado con 20 ml de agua de mar filtrada y a un pH
9.0, se dejaron en esta solucién durante 30 min para evaluar su maduracién

11
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aproximadamente cada 5 min. Con auxilio de un microscopio de luz se pudo observar si
la vesicula germinal estaba rota, asi como la perdida de las células foliculares, siendo
necesario poner un cubre objetos y hacer presion para poder observar bien si la vesicula
realmente se habia roto. Una vez madurados los ovocitos se lavaron varias veces con

agua de mar normal para eliminar el NH4OH, ya que éste interfiere en la fecundacion
(Ortiz, 1996).

En el caso de los espermas, estos no requirieron ningin tipo de estimulo, lo Gnico
que se observd fue su motilidad con ayuda de un microscopio de luz antes de su

utilizacion para la fecundacién.

Fecundacion in vitro.

En un vaso de precipitado con 20 ml de agua de mar filtrada se llevé a cabo la
fecundacion agregando espermatozoides métiles a los ovocitos maduros, manteniendolos
a 16°C y resuspendiendolos continuamente. Después de la fecundacién, se tomaron
muestras a los tiempos de 10, 20, 40, 60, 80, 100, y 120 min. En algunos casos los
intervalos de tiempo variaron dependiendo de la citologia que presentaron. La relacion
espermatozoide:ovocito que se utilizo fue 2000:1, que es la utilizada por Ortiz, 1996.

Deteccion de MAPK activa por Inmunotrasferencia.

En la técnica de Inmunotransferencia se utilizaron 5 pl de ovocitos concentrados
obtenidos de los diferentes tiempos después de fecundacion y de los diferentes
tratamientos (de inhibicion, ver més adelante) a los que fueron sometidos. Estas muestras
se prepararon por centrifugacion aproximadamente a 500g durante 3 seg, en tubos
eppendorf, se les agregd 5ul de la mezcla de inhibidores de fosfatasas (anexo 1),
agitandolos inmediatamente hasta homogenizar para después agregarles 25ul de solucién
desnaturalizante, agitando vigorosamente (anexo 2), se hirvieron por 3 minutos, al
enfriarse se agitaron y se centrifugaron por 3 segundos a 14,000g. Posteriormente se
colocaron 10pul de cada una de las muestras preparadas en los pozos de un gel de
poliacrilamida-SDS al 10% (anexo 3) y se corrié a 120V.

Para la electrotransferencia se sacé el gel de entre los vidrios, se cortd la parte
superior que corresponde a los pozos, se cubrié con amortiguador de electroforesis para
enjuagarlo y evitar que se secara (anexo 4). En la construccion del sandwich se puso la
base de plastico extendida y sumergida en amortiguador de transferencia frio (anexo 5),
sobre la base se puso una esponja seguida de un papel filtro y sobre éste el gel, el cual fue
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cubierto por una membrana de PVDF (Polivinildifluorido-ProBlott, Applied Biosystems)
que fue previamente sumergida unos minutos en metanol y enjuagada con amortiguador
de transferencia, en seguida se cubrié con papel filtro y otra esponja. Como se deben
evitar las burbujas se presiond toda la superficie del sandwich con ayuda de una pipeta
pasteur. Se cerrd la base de plastico del sandwich y se pasé a la camara de transferencia
que contenia un agitador magnético, una barra de hielo y amortiguador de transferencia
frio que cubrid completamente el sandwich, la transferencia se realizd por 50 min a
100V a 4°C.

Una vez finalizada la transferencia se lavé la membrana dos veces con 20m! de
TBST (anexo 6) con agitacion a temperatura ambiente por 5 min cada vez. La membrana
estuvo hacia arriba (que corresponde al lado de Ia membrana que estuvo en contacto con
el gel) en todos los lavados. Después de los cuales se bloqueé con 10ml de 1%
BSA/TBST (10ml de TBST + 0.1gr de BSA fraccion V) por toda la noche en
refrigeracion, sin movimiento. Al siguiente dia se eliminé el bloqueador y se agregé el
primer anticuerpo policlonal anti-MAPK activa (PROMEGA) a una dilucién 1:1000 en
10ml de 0.1% BSA/TBST con agitacién y a temperatura ambiente por dos horas.
Colocando 1a membrana hacia abajo (con respecto al contacto con el gel). Terminado el
tiempo de incubacidn se dieron tres lavados a la membrana con 75 ml de TBST cada vez,
con agitacién y a temperatura ambiente con una duracion de 15 min cada una. Después se
agrego el segundo anticuerpo que fue el anti IgG de conejo conjugado con peroxidasa
{Affinity Bioreagents) diluido 1:1000 en 0.1% BSA/TBST con agitacién y a temperatura
ambiente por lhr, se dieron tres lavados iguales a los anteriores. Al terminar de lavarla se
quité el exceso de solucién, sin permitir que se secara, la membrana se puso sobre un
plastico (Saran wrap) hacia arriba y se le agregd 2ml de sustrato ECL (Amersham; anexo
7). Se dej6 actuar por 5 min, se quito el exceso, se puso sobre otro plastico, se envolvid y
se expuso la membrana a una pelicula de rayos X de 13 x 18 cm (BioMax ML) por un
tiempo de entre 2 a 15 min, posteriormente se revelé y se fijo (anexos 8 y 9) la pelicula

para identificar la proteina y cuantificarse la luminiscencia emitida.

Para llevar a cabo la cuantificacion de la proteina MAPK activa se escaned
directamente la pelicula de rayos X con el programa Vista Scan V 2.4.0, de manera
representativa se tomé un drea de cada una de las bandas. Para cada banda se tomé una
rea igual de la parte superior para restar el fondo, se cuantifico el valor promedio de la
intensidad de los pixeles (0= blanco, 255= negro) con el programa de computo "NIH
IMAGE". Esta determinaciéon se considera semi-cuantitativa, porque no se toma en
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cuenta el 4rea total de las bandas (por ejemplo en las bandas 2 y 3 del blot 5 la intensidad

es similar pero el 4rea varid).

Inhibicion de la activacién de MAPKK (MEK) por PD98059.
Para conocer el efecto del inhibidor de 1a activacion de MEK 1 sobre MAPK se

realizaron los siguientes tratamientos:

Tubo 2ml agua 2ul PD* Ovocitos Lhr después
de mar (50pM) (20uD) NH,;OH+PD*

1 + - + -

2 + + + -

3 + + + +.

4 Con el mismo tratamiento que el 3 pero en lugar de PD se uso DMSO como
control
* PD98059

El tubo 1 y 2 se mantuvieron en tratamiento durante 45 min antes de tomar la
muestra para la inmunotransferencia y la citologia, mientras que los tubos 3 y 4 después
de una incubacidn de 30 min con NH4OH se llevo a cabo la toma de muestras.

El PD 98059 (NE Biolabs) fue disuelto en DMSO a 50mM.

A otros tubos se les mantuvo con el siguiente tratamiento durante 45 min.

Tubo 2ml agua de 2ul PD* Ovocitos
mar pH 9.0 (50uM) (20ub)
5 + - +
+ + +

Inhibicion de Ia sintesis proteica por Emetina,
Para determinar si es necesaria la sintesis de proteinas en maduracion de ovocitos
se utilizo el inhibidor de sintesis proteica, Emetina (SIGMA) disuelta en etanol a 10mM,

con el siguiente tratamiento:
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Tubo 2ml Agua 20p] Emetina Ovocitos 5min después
de mar (100pM) (20ul) NH,OH+Eme
1 + - + -
2 + + + -
3 + + + +

El tubo 1 y 2 se matuvieron en tratamiento durante 45 min antes de tomarse la
muestra, en el caso del tubo tres se mantuvo en tratamiento con el NH; por 30 min.

A otros dos tubos se les mantuvo en el siguiente tratamiento durante 45 min.

Tubo 2mlde Agua 20 pl Emetina Ovocitos
de mar pH 9.0 (100pM) (20ul)
+ . +
5 + + +

Todos los tubos se mantuvieron con agitacién circular durante los 45 min que duro el
tratamiento y a una temperatura de 16°C.

Para determinar el peso molecular de la proteina MAPK, se utiliz6 un control
positivo de la proteina Erk2 fosforilada, que es fosforilada por MEK y tiene un peso
molecular de 42 KDa.

Citologia para determinar los estadios de desarrollo.

Se puso Iml de cada muestra de los diferentes tratamientos con PD98059,
Emetina y Fecundados en tubos de vidrio, se centrifugaron aproximadamente a 500g
durante 30 seg para eliminar el sobrenadante. Los ovocitos se fijaron con tres lavadas en
una solucién de etanol-acido acetico (3:1), se dejaron en la solucidn de la tercera lavada
para que se fijaran durante un dia o hasta 8 dias.

Para la tincion se eliminé la solucion fijadora y se les agregd aproximadamente
300l del Colorante Orceina (anexo 10) para que actuara durante 15min, en seguida se
puso una gota de la muestra en un portaobjetos y sobre ésta un cubreobjetos. Para

eliminar el exceso de colorante se agregd unas gotas de 4cido acetico al 60% en un
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extremo del cubreobjetos y absorviendose con papel secante en el otro extremo,
posteriormente se observaron en un microscopio invertido IX-FLA (OLYMPUS),

La observacién de muestras en vivo se realizd en microscopio de luz y en
microscopio de contraste de fases y se fotografiaron con una camara Olympus OM-2
equipada con un adaptador adecuado a cada microscopio. En todos los experimentos el
tamafio de la muestra analizada fue 2100 ovocitos.

Electrofisiologia.

Con una pipeta pasteur se agregaron ovocitos y | mi de agua de mar filtrada a una
caja de Petri de 3 cm de diametro, la cual contenia una cinta adherida a la base donde se
inmovilizaron los ovocitos contra el borde de la cinta, después se introdujo a la caja un
eléctrodo de 30-60 MQ, llenado con 3M KCl, auxiliandose de un estereomicroscopio
(Wild 100X Heerbrugg Instruments) y un micromanipulador (Narishige). La caja petri
que contenia los ovocitos con agua de mar estaba conectada a través de un puente de agar
(0.5% en agua de mar) a otra caja que contenia la tierra; se procurd que todo el equipo
estuviera conectado a la tierra para evitar interferencia con las lecturas del potencial de Ia
membrana. La temperatura de los ovocitos se mantuvo aproximadamente a 16°C durante
el experimento con una placa de metal perforada con flujo de agua a 14°C (Fig 2).

Una vez eliminada la resistencia del eléctrodo (con el puente en el amplificador)
se puso la punta cerca del ovocito cuidadosamente para no dafiarlo, y paulatinamente se
introdujo ayudandose de pulsaciones eléciricas. Una vez introducido el eléctrodo en el
ovocito se dejé por un tiempo para permitir €l sellado de la membrana y la estabilizacién
del potencial de membrana. Se prosiguié a hacer las mediciones correspondientes a las
condiciones de la membrana dando pulsaciones eléctricas con un minimo de 0.018 nA a
un méximo de 0.3 nA en sentido positivo y negativo con el estimulador GRASS vy
amplificando la sefial por medio del amplificador AXOCLAMP 2-A.

Se realizaron perfusiones con diferentes soluciones tales como nifedipina
(SIGMA) 5X10'5M, inhibidor PD98059 50uM, agua de mar artificial (anexo 11), agua
de mar con bajo nivel de Na (50mM 6 2mM), de Ca (1mM), GCa y agua de mar filtrada
pH 9.0 con NH,OH, con una cdmara de perfusion que consiste de una jeringa de vidrio
que contiene en la base una manguera delgada de plastico por donde se expulsa la

solucion hasta uno de los extremos de la caja petri que contiene a los ovocitos, en el
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extremo opuesto se encuentra una pipeta conectada a una bomba de vacio que succiona el
exceso de la solucién. Después de cada perfusion se dieron pulsaciones en cada sentido
como al principio del ensayo para detectar los cambios en las propiedades eléctricas de la
membrana en respuesta a cada solucion para lo cual se usé un osciloscopio TEXTRONIX
511 y un registrador permanente (GOULD-BRUSH).

La resistencia de la membrana se determiné en base a la pendiente de la grafica de
corriente contra voltaje en el rango de —0.14 a +0.12 nA en el ovocito maduro y de —0.18
a +0.14 nA en el ovocito inmaduro (ver Graf 8).
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RESULTADOS

Deteccion de MAPK activa.

El peso molecular de la proteina cinasa de actividad mitogena (MAPK) se
obtuvo directamente del gel. Las muestras experimentales migraron a la misma distancia
del control positivo utilizado ( proteina Erk2 fosforilada), cuyo peso molecular es de 42
KDa, ésto nos indica que el peso molecular de la proteina detectada en las muestras

experimentales corresponde al mismo (Fig 3).

42 KDa -~>

Figura 3. Imagen de pelicula de rayos X donde se detecté
la MAPK activa cuyo peso molecular fue el mismo que el
del control positivo (42 KDa).

Los datos de las intensidades que se graficaron nos representan los resultados
.obtenidos de las inmunotransferencias realizadas. En las graficas 1, 2 y 3 los ovocitos
inmaduros representados por el niimero 1, nos muestran que la MAPK activa no se
detecta en este estadio. En contraste, los ovocitos que se indujeron a madurar con
NH4OH quienes son representados por el nimero 4, en las mismas graficas, se detecta la
proteina MAPK activa con una alta intensidad con respecto a la de los ovocitos
inmaduros. Ambas muestras se utilizaron como controles para los resultados obtenidos
de los ovocitos tratados con los inhibidores y para los fecundados.

19




20

En los ensayos de ovocitos inmaduros tratados con PD98059 (representados por
el nimero 2 en las graficas y blots 1, 2 y 3) no se detecta la MAPK activa, lo mismo que
en los ovocitos inmaduros control, ésto es lo esperado por lo cual no podemos establecer
una funcion inhibitoria del PD98059 en éste estadio; la comparacion de éstas muestras
(ntimero 1 y 2 de las gréficas 1A a la 3A) nos presentan la similitud de los resultados al
no detectarse MAPK activa. En los ovocitos inmaduros tratados con NH, + PD al mismo
tiempo se obtuvo un incremento en la intensidad de la proteina MAPK activa, estas
muestras representan el numero 5 de las graficas 1 a la 3. ;Como explicarlo, si PD98059
es un inhibidor de la proteina mitogena cinasa cinasa (MEK) quien se encarga de
fosforilar MAPK para activarla? Una explicacion es que el PD98059 tiene efecto sobre
MEK, pero se requiere de mayor tiempo para que se lleve a cabo la inhibicion total, es
por ésto que la MAPK se activa aliin en la presencia del inhibidor.

Para corroborar lo planteado se dirigié un experimento en el cual se aumenté el
tiempo de exposicion (lhr) en el inhibidor PD98059, la presencia del PD fue
precisamente para mantener al ovocito en contacto con el inhibidor de manera constante.
Como se puede ver en en las graficas 2 y 3 (nimero 8) se inhibio la activacion de
MAPK y aunque no completamente si es minima su activacion, esto se observa mejor al
comparar la muestra con el control que se utilizé en este experimento, su sofvente

DMSO (nimero 9 en las mismas graficas).

En resumen, los ovocitos inmaduros de Lotfia gigantea que se encuentran en
profase I de meiosis no presentan MAPK activa, mientras que en los ovocitos maduros
{metafase I de meiosis) se incrementa considerablemente la activacidén con respecto al
primero. Para su inhibicion se requiere de alrededor de 1 hr de tratamiento con PD98059
{50uM) previo a la maduracion.

El inhibidor de sintesis proteica, Emetina, fue utilizado para determinar si se
requiere de sintesis de proteinas para la activacién de la proteina cinasa de actividad
mitogena (MAPK) durante el proceso de maduracion. Los datos de las gréficas
demuestran que no hay efecto de la Emetina en los ovocitos inmaduros con respecto a la
deteccion de MAPK activa, ya que en este estadio la proteina se encuentra en su forma
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inactiva, esto se observa claramente en las graficas y blots 1, 2 y 3 (nimero 3) en cuyos

experimentos los ovocitos se mantuvieron expuestos a la Emetina durante 45 minutos.

En los puntos nimero 6 de las graficas y blots 1, 2 y 3 se observa que la
activacién de MAPK durante la maduracién no se afecta al tratarse los ovocitos con
Emetina, aqui se registran altos niveles de intensidad de la proteina activa, muy similares
a los niveles de los ovocitos maduros control (numero 4) en las tres graficas, ain
cuando se utilizd la Emetina antes (nimero 7) y durante (nimero 6) la estimulacién a
maduracion, la MAPK se activd, obteniendose altos niveles de intensidad como en el
resto de los ovocitos inducidos a madurar (graficas 2 y 3). Por lo tanto la aparicion de
MAPK activa no es afectada por la inhibicién de sintesis proteica en el proceso de

maduracion.
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Grafica 1. A) Intensidad de la MAPK activa detectada en ovocitos de la iapa
_comUn Lottia gigantea tratados con el inhibidor de MEK (PD98059, 50uM) e

inhibidor de sintesis proteica (Emetina, 100uM) durante 45 min.

B) Imagen de inmunotransferencia de los tratamientos con Emetina y PD.

Para Ay B, 1 inmaduro control, 2inmaduro+PD, 3 inmaduro+Emetina, 4

maduro control (NH,OH), 5 NH4OH+PD, 6 NH4OH+Emetina.
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Grafica 2. A) Registro de la activacion de la proteina MAPK en ovocitos tratados
con PD98059 6 Emetina antes y durante la maduracion. Los tratamientos del 1 al
6 fueron durante 45 min y los tratamientos 7, 8 y 9 fueron por 30 min después de
agregaries et NH4OH, el DMSO se uso como control para ei tratamiento con PD
(8) ya que es su solvente.

B) Pelicula de la inmunotransferencia con el uso de Emetina y PD98059.

Para ambos (A y B), 1 inmadurc control, 2 inmaduro+PD, 3inmaduro+Emetina, 4
maduro control (NH4OH), 8 NH 4OH+PD, 6NH4OH+Emetina,7 inmaduro con E-
metina 5min+NH4OH con Emetina, 8inmaduro con PD 1hr+NH4OH con PD, @
inmaduro con DMSO 1hr+NH 4OH con DMSO.
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Grafica 3. A) Determinacion de [la MAPK activa en ovocitos con diferentes tra-
tamientos. La exposicion de los tratamientos del 1 al 6 fueron durante 45 min y
los tratamientos 7, 8 y 9 fueron por 30 min después de agregarles el NH4OH, ¢l
ntiimero 9 es el control para PD con su solvente DMSO.

Para ambos (A y B), 1inmaduro control, 2inmaduro+PD, 3inmaduro+Emetina,
4 maduro control (NH4OH), 8NH 4OH+PD, 6 NH4+OH+Emetina, 7inmaduro con
Emetina 5min+NH4OH con Emetina, 8inmaduro con PD thr+NH 4OH con PD,
9-inmaduro con DMSO 1hr+NH4OH con DMSO.
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Analisis citolégico de la maduraciéon con NH,OH en presencia del inhibidor
de MEK, PD98059.

En todos los ensayos realizados, los ovocitos inmaduros control, que solo estaban
en agua de mar filtrada (1A, 1B y 1C en la Tabla ) y los ovocitos inmaduros en
presencia del inhibidor PD98059 (2A, 2B y 2C en la Tabla I), presentan entre un 90 y un
100% de vesicula germinal intacta, ya que aun continuan en profase I de meiosis (Fig
4A), relacionando la citologia de éstos ensayos con la activacion de la proteina cinasa de
actividad mitogena (MAPK) tenemos que no hay activacion de MAPK como se observa
en las graficas 1A, B ala 3A, B.

Los experimentos en los que se utilizé el PD98059 durante la maduracién nos
arrojan resultados muy particulares, ya que tanto en los controles de ovocitos
inmaduros+NH,OH (Tabla I ensayo 3A, 3B y 3C), como en los tratados con NH4OH +
PD al mismo tiempo (Tabla I ensayo 4A, 4B y 4C) y ain en los tratados con PD98059
por lhr previa a ser madurados con NH4OH + PD (6B y 6C de la Tabla I) con su
respectivo control donde se usé NH,OH + DMSO (5B y 5C) se lleva a cabo el
rompimiento de la vesicula germinal lo cual representa la maduracion (Fig 4B). El
porcentaje de metafase presentado en cada uno de los tratamientos fue muy similar,
oscilando entre un 98 y un 100% (Tabla I). Al relacionarse los datos citologicos y la
activacion de MAPK, ésta se activa durante la maduracion como anteriormente se
menciond, sin embargo en el punto 8 de las graficas 2A,B y 3A,B que corresponde a la
7 utilizabn del PD98059 1hr antes y durante la estimulacién a maduracion, la MAPK fue
inactivada sustancialmente, pero atn asi se llevo a cabo el rompimiento de la vesicula
germinal en un 100% y los ovocitos llegaron al clasico arresto en metafase, ver tabla 1
(6B y 6C) y fig 4B.

Después de 9 hr de tratar a los ovocitos con PD98059, no se obtuvieron
resultados diferentes a los obtenidos inicialmente (45 min), por lo que podemos decir
que, atn cuando los ovocitos son tratados con el inhibidor PD por lhr antes de la
estimulacién a maduracién se lleva a cabo el rompimiento de la vesicula germinal en la
ausencia de MAPK activa.
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Resumen de datos citolégicos obtenidos en los ensayos de tratamientos con inhibidor de MEK,

PD98059, que no presento efecto sobre el proceso de maduracién con respecto al rompimiento de la

vesicula germinal. La gréfica 1 representa el ensayo A, la 2 el ensayo B y la 3 el ensayo C.

Tratamiento de Tiempo de % %
Ensayo ovocitos inmaduros Tratamiento Profase Metafase

1A Ovocitos + agua de mar 45 min 90 10
2A Ovocitos + PD 45 min 88 12
3A Ovocitos + NH,OH 45 min --- 100
4A Ovoc + NH;OH + PD 45 min - 100
1B Ovocitos + agua de mar 45 min 100 e
2B Ovocitos + PD 45 min 100 -
3B Ovocitos + NH,;OH 45 min - 100
4B Ovoc + NH,OH + PD 45 min 2 98
5B OvotDMSO1h+NH,OH+DMSO 30 min - 100
6B Ovo + PD 1h + NH,OH + PD 30 min - 100
7B Ovocitos + PD 7 hrs 99 1
3B Ovoc + NH,OH + PD 7 hrs - 100
9B Ovo+DMSO 1h+NH;OH+DMSO 7 hrs -- 100
10B Ovo +PD 1h + NH,.CH + PD 7 hrs e 100
1C Ovocitos + agua de mar 45 min 99 i
2C Ovocitos + PD 45 min 100 ---
3C Ovocitos + NH,;OH 45 min 2 98
4C Ovoc + NH,OH + PD 45 min 1 99
5C Ovo+DMSO1h+NH,OH+DMSO 30 min - 100
6C Ovo + PD th + NH,OH + PD 30 min - 100
7C Ovocitos + PD 9 hrs 98 2
8C Ovoc + NH,OH + PD 9 hrs “ee 100
9C Ovo+DMSO1h+NH,OH+DMSO 9 hrs -- 100
10C Ovo +PD 1h + NH,OH + PD 9 hrs --- 106
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Andlisis citologico de la maduraciéon con NH,OH en presencia del inhibidor

de sintesis proteica, Emetina.

Como se denota en la tabla II, en los ensayos 1A, 1B y 1C se obtuvo casi un
100% de ovocitos con vesicula intacta (Fig 4A), los cuales fueron los controles para los
ovocitos inmaduros con tratamiento. Estos mismos resultados fueron observados en los
ovocitos tratados con Emetina (ensayo 2A, 2B y 2C) durante 45 min.

En los ensayos donde los ovocitos se estimularon con NH,;OH + Emetina 4A, 4B
y 4C no se vio efecto del inhibidor sobre el rompimiento de la vesicula germinal la cual
se llevé a cabo dentro de los 45 min de tratamiento. Alin cuando se utilizd la Emetina
antes y durante la maduracion el porcentaje de rompimiento de vesicula fue casi 100%
(5B y 5C de la Tabla II). Como era de esperarse, los ovocitos control que fueron
estimulados a madurar con NH4OH presentaron casi un 100% de vesicula rota (ensayos
3A,3By30).

Al relacionar los datos obtenidos de la inmunotransferencia y de la citologia, se
identifica que en los ovocitos inmaduros control (1A, B y C) y los tratados con Emetina
(2A, B y C) la MAPK se encuentra inactiva (Graf 1, 2 y 3A, B en los niimeros 1 y 3
respectivamente) y la vesicula estd intacta, contrario a lo obtenido en los ovocitos
estimulados a madurar 3A, 3B y 3C (control) y los tratados ademds con Emetina (4A,
4B y 4C), donde se presenta un alto porcentaje de rompimiento de la vesicula germinal
(RVG) que identifica la maduracion (Tabla II) y se registra una alta intensidad de
MAPK en comparacién a los ovocitos inmaduros. Esto se observa claramente al
comparar los puntos 1 y 3 con los puntos 4 y 6 de las graficas 1, 2 y 3.

A los 45 min de tratamiento no se observd ningiin cambio citolégico en los
ovocitos con NH,OH + Emetina con respecto a los controles (solo NH4OH), sin
~ embargo a las 9 hr de iniciado el tratamiento se observaron cambios citoldgicos en las
muestras tratadas con Emetina + NH4OH; los ovocitos correspondientes a éstos
tratamientos presentaron pequefios circulos que corresponden a nicleos en interfase (Fig
4F) los cuales oscilaron entre 45 y 75% como se presenta en la tabla II ensayo 8C y 9C.
La mayoria de los ovocitos presentaron un solo pronicleo, aunque algunos presentaron 2
6 3 (Fig 4F); en el caso del ensayo 8C los ovocitos que presentaron un solo pronucleo




28

fue del 49% y en el ensayo 9C fue el 42% del total registrado. Al observarse las
muestras tefiidas al microscopio fue imposible detectar ADN en los circulos, debido a
que éste se encontraba descondensado. En los ovocitos control no se presentaron

cambios, continuaron en metafase.

Estos resultados citolégicos nos indican que el avance de profase [ a metafase I
de meiosis y la ruptura de la vesicula germinal no requiere de la sintesis de proteinas,
pero el hecho de que los ovocitos que estan en metafase regresen a interfase demuestra
que la sintesis de proteinas es necesaria para mantener a los ovocitos arrestados en

metafase.
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Tabla I Citologia de los ensayos de ovocitos tratados con el inhibidor de sintesis proteica Emetina, el
efecto de éste inhibidor se observd hasta las 9hr de tratamiento regresando los ovocitos maduros a
promicleos femeninos en un alto porcentaje.
Ef ensayo A corresponde a la grafica 1, el B a la grafica 2 y el C a la gréifica 3

Ensayo Tratamiento de Tiempo % % % proniicleos
ovocitos inmaduros Tratamiento Profase Metafase femeninos

1A Ovocitos + agua de mar 45 min 90 10

2A Ovocitos + Emetina 45 min o8 2

3A Ovocitos + NH;OH 45 min - 100

4A Ovoc + NH,OH + Emet 45 min --- 100

IB. Ovocitos + agua de mar 45 min 100 -

2B Ovocitos + Emetina 45 min 99 1

3B Ovocitos + NH,;OH 45 min - 100

4B Ovoc + NH;OH + Emet 45 min 3 97

5B OvoctEme 5’+NH4 +Eme 30 min --- 100

1C Ovocitos + agua de mar 45 min 99 1

2C Ovocitos + Emetina 45 min 100 ---

3C Ovocitos + NH,;OH 45 min 2 98

4C Ovoc + NH;OH + Emet 45 min 3 97

5C Ovoct+Eme 5°+NH, +Eme 30 min --- 100

6C Ovocitos + agua de mar 9 hrs 160 ---

7C Ovocitos + NH,OH 9 hrs 1 99

8C Ovoc + NH,OH + Emet 9 hrs 2 52 46

aC OvoctEme 5 NH,; +Eme Ohrs -—- 23 77
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Figura 4. Datos citologicos de la lapa Lottia gigantea  A) Ovocito inmaduro con la vesicula
germinal. B)Ovocito madurado con NHg4, {)inserto acercamiento de los cromosomas C) Di-
vision de dos células. D) En cuatro células, se esta preparando para la divisién a ocho células.

E) Larva Trocofora. F) Ovocito madurado con NH 4+ Emetina que regres6 a pronicleos fe-
meninos.
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Caracteristicas generales de la fecundacion en la Lapa comin Lotfia
gigantea.

El porcentaje de ovocitos fecundados varié de un 19% (Tabla 1l ensayo 1, a los
120 min con un cuerpo polar) hasta un 100% (Tabla II ensayo 2, a los 15 min con
pronticleos masculinos). La variacién presentada en la fecundacién pudo haber sido
debido a los espermatozoides, en €stos se observé su motilidad al momento de ser
utilizados, en el caso de los espermatozoides que se mantuvieron almacenados a 4°C se
observaron al extraerse de la génada y nuevamente cuando se llevdé a cabo la
fecundacién para verificar que atin tuvieran motilidad, caracteristica muy importante
para la fecundacion, Como se puede observar en el segundo ensayo de la tabla Iil la
fecundacién se presentd muy tempranamente en comparacion al resto de los ensayos, en
éste experimento fue donde se observd mayor motilidad en los espermatozoides. Esto
concuerda con los resultados de Ortiz (1996), quien obtuvo aproximadamente un 100%

de fecundacion entre los 13 y 65 min.

Conforme pasé el tiempo de fecundacion los ovocitos que se encontraban en metafase
fueron disminuyendo ya que se inicio el desarrollo del zigoto. Como una buena
representacion de esto tenemos €l ensayo 3 donde a los 45 min se registro un 86% de
ovocitos en metafase y a los 160 min ya solo habia un 12% y los pronticleos iniciaron

un aumento en su registro.

En la citologia observada, la categoria denotada como nada representa un alto
porcentaje (Tabla III, ensayo 1), en este estadio es dificil observar el ADN ya que los
cromosomas s¢ encuentran descondensados, en cambio la divisién celular se observd
perfectamente hasta el desarrollo de larvas normales (Fig 4C, D y E). Al tratar de
observar los cuerpos polares se tuvd dificultad, por lo cual no hay un buen registro de
éstos, como se puede ver en los ensayos de la Tabla 111

Deteccion de MAPK activa por inmunotransferencia durante fecundacion.
En el ensayo de la grafica 4 no se registrd6 un cambio notorio en los estadios

después de la fecundacion lo que representa un bajo porcentaje de fecundacion, por lo

cual se mantiene un alto porcentaje de ovocitos en metafase y con ADN descondensado
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{Tabla III, ensayo 1) ésto se refleja claramente en los niveles de MAPK detectada. En el
resto de los ensayos (Graf 5, 6 y 7) la disminucién de la MAPK activa después de la
fecundacion es contrastante a la de los ovocitos en metafase; en el caso del ensayo 4 que
corresponde a la grafica 7, el nivel de la proteina activa detectada se mantiene baja, hasta
la primera division celular (Fig 4C) donde llega a ser nula. En los ensayos 2 y 3 (Graf 5
y 6 respectivamente) se ve un aumento en la MAPK activa pero no se identifico su
significado biolégico y después vuelve a disminuir en la primera divisién celular, sin
embargo el momento de la considerable disminucién corresponde a la union de los
espermatozoides con el ovocito, lo que nos lleva a pensar que el contacto esperma-

ovocito interviene en la desactivacion de la MAPK.

A los 10 min de iniciada la fecundacion (ensayo 3 y 4 de la Tabla III que
corresponden a las graficas y blots 6 y 7A, B respectivamente) se observé in vivo en el
microscopio de luz, que los espermas se estaban uniendo al ovocito, a partir de los 15
min se inicid el registro de prontcleos masculinos donde el porcentaje varid
ampliamente entre los experimentos tal es el caso extremo del ensayo 2 donde se
registro un 100% de pronucleos masculinos a los 15 min (Graf 5) mientras que en el
ensayo 4 (Graf 7) hubo registro de éstos hasta los 45 min (Tabla III). Todos estos datos
sugieren que la disminucién en los niveles de MAPK activa detectada durante los
primeros 15 a 20 min esta relacionada con eventos que se llevan a cabo entre la
fecundacion y la formacioén de pronticleos masculinos.

Un dato que llama la atencion en este trabajo es cuando se relaciona la presencia
de MAPK activa con la primera divisién celular de los cuatro experimentos, en donde la
aparicién de dos células corresponde a la desaparicion de la MAPK activa; ensayo 1, 2,
3 y 4; graficas 4, 5, 6 y 7A, B respectivamente. Esto sugiere que la MAPK no tiene
funcién en mitosis y que cuando se presenta un alto porcentaje de fecundacion, la
activacion de MAPK disminuye.
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Tabla 111  Desarrollo citoldgico presentado en la lapa comun Lottia gigantea antes y después de la
fecundacion. Los cuerpos polares fueron dificil de observarse por eso no hay un buen registro de ellos.
Tiempo de % % Yo % % | %1 | %2 |%2| %4} % %
#| fecundacion | Pro | Meta | Na [crom | O” | ¢p {cp | céls | céls | Am | Ot
E
1| Inmaduro 98 2
Maduro 94 6
10 min 84 10 6
20 mm 42 54 4
40 min 22 72 6
60 min 9 2 4
80 min 74 14 12
100 min 70 6 2 12 6 4
120 min 59 19 12 10
2} Inmadruo 90 10
Maduro 100
15 min 100
50 min 5 95
65 min 10 87 1.5 1.5
75 min T+ +
85 min 18 72 10
100 min en 8 cé { lulas
135 min en 8 cé | lulas
150 min en 16 ceé | lulas
3{ Inmaduro 100
Maduro 100
10 min uni | on de esper | mas a ovo | citos
20 min 79 K] 8
45 min 1 86 10 3
80 min t 43 48 8
100 min 46 54
120 min 35 65
140 min 22 62 3 2 10
160 min 12 58 6 4 16
600 min 49 12 8 30
4| Inmaduro 99 1
Maduro 2 98
10 min uni | on de esper | mas a ovo | citos
20 min uni | on de esper | mas a ovo | citos
45 min 1 70 29
80 min 3 37 60
100 min i 13 86
120 min 46 50 1 3% | husos | mito
140 min 48 30 19 2 1
160 min 37 43 16 4

E - Ensayo, Pro — Profase, Meta - M

etafase, Na — ADN descondensade, Crom - cromosomas dispersos,
07 - proniicleo masculine, ¢ p - cuerpo polar, céls - celulas, Am — deforme, Ot - con husos y asteres.
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Gréfica 4. A) Intensidad de la MAPK activa en estadios inmaduro, maduro y
diferentes intervalos de tiempo después de la fecundacién. Los puntos de
menor intensidad corresponden a los tiempos de division ceiular.

B) Imagen de inmunotransferencia. 1 ovocito inmaduro, 2 ovocito maduro, 3
fecundados 10 min, 4fecundados 20 min, § fecundados 40 min, 6 fecunda-
dos 60 min, 7fecundados 80 min, 8 fecundados 100 min, ¢ fecundados 120
min.
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Gréfica 5. A) Registro de los cambios en la intensidad de la proteina MAPK
activa det ensayo que presento rapido desarrolio, en el min 45 ya hubo re-
gistro de dos células en un alto porcentaje y al min 100 se presentaron ocho
células, pero no se registraron cuerpos polares.

B) Imagen obtenida de la pelicula de Rayos X de la inmunotransferencia. 1
ovocito inmaduro, 2 ovocito maduro, 3 fecundados 10 min, 4 fecundados 20

min, & fecundados

cundados 120 min,

45min, 6 fecundados 80 min, 7 fecundados100min, 8fe-
9 fecundados 140 min,
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Gréfica 6. A) Intensidad de MAPK activa, después del decremento de la in-
tensidad en la apericién de los pronucleos masculinos se presentd un incre-
mento de la intensidad en la aparicién de los cuerpos polares que corres--
ponde a los 80 min. '

B) Imagen de la deteccion de MAPK activa por inmunotransferencia. 1 ovo-
cito inmaduro, 2 ovocito maduro, 3 fecundados 10 min, 4 fecundados 20 min,
5 fecundados 45 min, 6 fecundados 80 min, 7fecundados 100 min, 8fecun-

dados 120 min, 9 fecundados 140 min.
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Gréfica 7. A) La intensidad de la MAPK activa va disminuyendo después de la
fecundacion.

B) Imagen de la deteccion de MAPK activa por inmunotransferencia. 1 ovocito
inmaduro, 2 ovocito maduro, 3 fecundados 10 min, 4 fecundados 20 min, 5fe-
cundados 45 min, 8fecundados 80 min, 7 fecundados 100 min, gfecundados
120 min, 9 fecundados 140 min.
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Electrofisiologia.

Al analizar las propiedades eléctricas de la membrana se encontrd que el
potencial de reposo del ovocito en estado inmaduro fue de -65 mV en agua de mar (Fig
5A). Después se hizo perfusién con agua de mar filtrada a pH 9.0, ajustada con NH,OH,
para inducir al ovocito a madurar pero no se obtuvo respuesta inmediata, a los 75 min de
iniciada la perfusién se disminuy¢ el potencial de reposo hasta -48 mV pero continud sin
presentarse potencial de accion, atin cuando el pulso fue de +0.3 nA (no mostrado); no
fue sino hasta el min 97 que se registré un potencial de accién requiriendo un pulso de
+0.18 nA, su umbral fue de -23 mV pero su tiempo de duracién no fue mayor al pulso de
corriente aplicada (Fig 5B). La escala utilizada en todas las figuras es la misma; 10
cuadros equivalen a 0.2 nA, 50 mV y 10 seg.

Se obtuvo la resistencia (R=V/I; donde R es la resistencia, V es el Voltaje e I es
la corriente) de la membrana del ovocito inmaduro y maduro, las cuales se compararon
en una grafica (Graf 8) de corriente (nA) contra Voltaje (mV). La resistencia se obtuvo
de la pendiente; el valor de la resistencia del ovocito inmaduro fue de 156MQ (-0.176 a
0.14 nA, r = 0.996), mientras que en el ovocito maduro en NH4OH fue casi dos veces
menor, 90MCQ de -0.14 a 0.12 nA (r = 0.997). En 4 ovocitos maduros lavados sin
NH;OH estudiados, la resistencia obtenida de la pendiente negativa fue de 167, 172, 250
y 477 MQ, a diferencia del ovocito que se perfusionod con agua de mar filtrada a pH 9.0,
con NH4OH, éstos se maduraron con anterioridad y se mantuvieron en agua de mar
filtrada sin NH4OH, por lo que puede ser que el mantener al ovocito en NH,OH

provoque, que su resistencia se mantenga baja.

Una caracteristica que presentaron los ovocitos maduros analizados (5 en 5) fue
una serie de oscilaciones (Fig 6A) después de penetrar el eléctrodo, éstas oscilaciones
fueron la respuesta al dafio producido y el potencial de membrana permanecio mas
positivo, cerca del umbral del potencial de accién; como se ve en la figura, una vez que
sello la membrana el potencial de membrana tiende a negativo, terminandose los
potenciales de accidn. El potencial de reposo de éstos ovocitos inicié en -50 mV
aproximadamente, variando (-30 a -50 mV) durante las perfusiones que se realizaron con

diferentes soluciones. Todos los ovocitos maduros mostraron un potencial de accién con
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un umbral de -19 a -13 mV que se prolongd después del pulso de corriente, incluso en
algunos casos se requirio de un pulso de corriente negativa para cerrarlo (Fig 6B).

Aunque no en todos los casos, se obtuvo el registro de un segundo potencial de
accién ( 2 de S5 ovocitos), éste fue inferior al primero y su duracién fue minima. Las
caracteristicas diferenciales de estos dos potenciales en ovocitos maduros se observan

claramente en la Figura 7.

Caracterizacion del potencial de accion.

Para caracterizar el potencial de accién se perfusiond con nifedipina 50 uM, un
bloqueador de canales de Ca** tipo L. Se tuvo una serie inmediata del primer potencial
de accidn sin necesidad de aplicar corriente (Fig 8A), inferimos que la perfusion dafio a
la membrana y mientras se sellaba se provocé que se llegara al umbral del primer
potencial de accién. En otro experimento después de la perfusién con nifedipina el
potencial de membrana se hizo mas negativo lo cual nos lleva a decir que estos canales
no son sensibles a nifedipina. También se probo con el inhibidor de MAPK, PD98059, el
cual se ha visto que bloquea los canales en Urechis caupo, el PD98059 no presenté
efecto alguno en las propiedades eléctricas de la membrana, el potencial de accién
continud tan prolongado como cuando no se le dio ningin tratamiento al ovocito (Fig
gB).

Para determinar la base ionica del primer potencial de accién se varid las
concentraciones de iones en el agua de mar. En la perfusién con agua de mar baja en Na'
(50mM) y sin Ca®* se vié un efecto sobre el potencial de accion el cual fue drastico, se
perdio (Fig 9A). En la siguiente perfusién donde se aumenté la concentracién de Na®
hasta la normal (480mM) continué sin aparecer el potencial (Fig 9B) pero cuando se
aumenté la concentracién de Ca® (normal, 10mM) por perfusién, se registro
nuevamente el potencial de accién y se vié que la variacién de la concentracién de Na”

no interfirid (Fig 9C) en el registro del potencial.

ay Iy + .
Aun cuando se vario la concentracion de Na ™ a casi 0 (2mM) en el agua de mar
artificial utilizada para perfusion, no se registré cambio en la aparicién del primer
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potencial de accion (Fig 10), lo cual apoya lo antes mencionado, que el primer potencial

de accion depende de Ca®* y no de Na”.

La relevancia de los resultados obtenidos nos permite determinar que en la
caracterizacién electrofisiolégica de los ovocitos del invertebrado marino Lottia
gigantea, los ovocitos maduros presentan dos potenciales de accién (primario y
secundario) que difieren en su umbral -20mV y -55mV y en su amplitud +50 y - 25mV
respectivamente, ademas de que el potencial de accién secundario es inconstante y la
base ionica del primer potencial es dependiente de Ca’’. El inhibidor de MEK
(PD98059) no tiene efecto sobre la permeabilidad de la membrana lo que lo hace un
buen inhibidor de MAPK en esta especie, pues carece de efecto secundario sobre ella asi
como tampoco lo tiene la nifedipina, En un ovocito inmaduro disminuye su resistencia
durante la incubacién con NHyOH de 156MQ a 90MQ.
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Grafica 8. Relacion Corriente — Voltaje ( I-V ) de un ovocito inmaduro y un ovocito maduro con NHOH de la lapa Lottia gigantea.
La resistencia del ovocito inmaduro fue de 156 MQ, mientras que la resistencia del ovocito maduro fue casi la mitad ( 90 MQ ).
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Figura 5. Registros Electrofisiolégicos de ovocitos de la lapa Lottia gigantea.
A) Ovocito inmaduro con un potencial de reposo de -65 mV donde solamente
se ve respuestas pasivas a los pulsos de corriente aplicados. B) Ovocito in-
ducido a madurar con una solucién de agua de mar pH 8 con NH4OH a los
97 minutos después de perfundir la solucion, Aqui se observa el potencial de
accion con un umbral de -23 mV (>).
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Figura 6. A) Potencial de accién repetido, inducido porla penetracion
del electrodo en un ovocito maduro. B) Potencial de accién prolongado
en un ovocito maduro, los canales quedaron abiertos después de pasar
un pulso de corriente positiva y no cerraron hasta que se paso un pulso

de corriente negativa.
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Figura 7. Registro de! segundo potencial de accién con un umbral de -55 mV y un
pico de entre -30 a -25 mV. Con un pulso de cormriente méas positivo el potencial de

membrana llego al umbral del primer potencial de accidén, cuyos canales no cerra--
ron hasta que se les aplico un pulso de cormriente negativa (el pulso positivo durd 4
segundos y se paso un puiso negativo indicado por la flecha).
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Figura 8. A) Ovocito maduro perfundido con Nifedepina 50um, se puede obser-
var una serie de potenciales de accion con un umbral de -20 mV. B) El ovocito
maduro en presencia del inhibidor de MAPK PD98059 no presenta ningun efecto

sobre las propiedades de la membrana.
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Figura 9. Determinacién de la base ionica del primer potencial de accion en ovo-
citos maduros de la lapa comdn Lottia gigantea. A) El potencial de accion desa-
parecio al disminuir la concentracion del ion Na hasta 50mM y lade Ca'a 0, B) al
aumentar la concentracion de Na a normal el potenmal sigue sin registrarse C)
pero cuande se aumente {a concentracion de Cad a {a normat (10mM) el potencial

' fue detectado nuevamente.
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Figura10. La utilizacion de una concentracion baja de Na+(2mM) ayudo para
determinar que el primer potencial de accién de la lapa no es dependiente de
canales de Na.




DISCUSION

Inhibidores en Maduracion.

Los ovocitos de la lapa Lottia gigantea se encuentran en profase I de meiosis,
para ser estimulados a madurar se utiliza NH4OH durante un periodo de tiempo en el
cual se lleva a cabo el rompimiento de la vesicula germinal y la desaparicién de las
células foliculares que representan el estado de maduracién arrestados en metafase I de
meiosis,

Los resultados donde se detecté MAPK activa en ovocitos maduros, no siendo
detectada en inmaduros; nos indican que ésta proteina tiene intervencion en la
maduracién al ser activada después del estimulo con NH,OH.

Sagata ef al., (1989) mencionan que la MAPKK (MEK) fosforila directamente a
la MAPK para su activacion y es indispensable para el desarrollo del FC, Se intent6
investigar ésta posibilidad con el uso del inhibidor PD 98059, sin embargo la utilizacion
de PD conjuntamente con el NH4OH nos demostré que la MAPK aiin se activa (Graf 2),
y se lleva a cabo el rompimiento de la vesicula, pero cuando hay una permanencia
prolongada con el PD98059 (1hr) si se inhibe la activacién de MAPK aunque el
rompimiento de la vesicula se lleva a cabo asi como el resto del proceso de maduracién.
Por una parte es posible que se requiera de mayor tiempo para que trabaje el inhibidor
con una concentracion de S0uM, quiza a una concentracién de 100uM el efecto sea mas
ripido. Mientras que por otra parte MEK ya puede encontrarse activa antes del poner el
NH,OH pero la MAPK se encuentre secuestrada y el NH,OH produzca un cambio en la
localizacion, de esta manera se pueda llevar a cabo la fosforilacion de MAPK por medio
de MEK.

Se identificé que la activacion de MAPK no interviene en el rompimiento de la
vesicula germinal ni en la llegada a metafase 1. Esto nos sugiere que el NH, activa otras
moléculas ya existentes las cuales provocan la activacion del complejo MPF el cual
inicia la maduracién. En otros organismos (anﬁbioS) se ha visto que éste complejo es
dependiente de la activacion de MAPK. No se ha identificado cual es la funcién de
MAPK en maduraciéon en Lotfia gigantea, y se puede relacionar con una funcién
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importante en los primeros momentos de la fecundacién. Consistente con ésto, los
resultados del presente trabajo demuestran que la inhibicidn de sintesis proteica no
impide que la MAPK se active, utilizando la Emetina antes y durante la maduracion. En
Patella vulgata (Neant y Guerrier, 1988) cuando se inhibe la sintesis de proteinas, el
proceso del rompimiento de vesicula germinal y la condensacién de cromosomas se
lleva a cabo exitosamente, esto mismo sucede en la lapa Loftia gigantea hasta completar
el arresto en metafase, pero al paso del tiempo los cromosomas se descondensan y se re-
forma la envoltura nuclear, esto es debido a que la maduracién se lleva a cabo con
moléculas pre-existentes que se utilizan como iniciadores en el proceso pero no son
suficientes para mantener el arresto del ciclo celular en mietafase I; por tanto se requiere

de una sintesis sostenida de proteinas para mantener el arresto en metafase I.

MAPK Después de Fecundacion.

Después de completar meiosis I en la lapa la MAPK activa inicia un decremento
después de efectuarse la fecundacidn, como en la estrella de mar (Picard et al., 1996;
Tachibana ef al., 1997) en un lapso de tiempo corto. En la aparicién de los pronicleos
masculinos se observa una disminucién mayor con respecto al ovocito maduro, en
ratones ésto ha sido presentado igualmente, se desactiva MAPK al aparecer los
pronucleos (Moos ef al., 1995). En la lapa la disminucion de la actividad de la proteina
es reflejada dentro de los primeros 10 min después de la fecundacién donde se presenta
la interaccion entre el espermatozoide y el ovocito, lo que inicia la desactivacién de
MAPK, esto puede ser en relacién al aumento en la concentracién de Ca?* intracelular
producida por el espermatozoide (Stephano, Ortiz y Gould, no publicado). En ratén Mos
es degradada por la proteasa calpaina dependiente de Ca®" (Watanabe ef al., 1989), por
lo tanto cuando se produce el contacto entre el espermatozoide y el ovocito se inicia un
flujo de éste ion por la apertura de sus canales que se puede producir por el
espermatozoide y por consiguiente se empieza a degradar Mos lo que propiciara la
inactivacion del resto de la ruta de MAPK.

Electrofisiologia.
Los resultados de la electrofisiologia realizada a los ovocitos de Loftia gigantea
nos seflalan que hay cambios en las propiedades eléctricas de la membrana después del
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proceso de maduracion. Primeramente la disminucion de la resistencia de los ovocitos
maduros a casi la mitad de la de los inmaduros cuando se mantuvieron en NH,OH pero
cuando se lavaron y se mantuvieron en agua de mar sin NH,OH la resistencia fue muy
similar en ambos ovocitos. Algo similar sucedio en el trabajo realizado por Moreau et
al., (1990), cuando se perfusioné al ovocito con NH, la resistencia disminuye pero al
lavarlo con agua de mar aumento nuevamente y después de un tiempo volvio a
disminuir. En contraste En su trabajo Alvarado ef al., (1996) reportan que al perfusionar
con serotonina la resistencia aumento.

De los potenciales de accién obtenidos se determind la base ionica de uno de
ellos la cual es dependiente de Ca’", siendo detectado unicamente en ovocitos maduros
mientras que hay registro de que en la lapa Parella vulgata se detecta un potencial de
accion en ambos estados y éste es dependiente de Ca®* y de Na* (Moreau er al., 1990).
En el segundo potencial de la lapa, al no presentarse en todos los ovocitos, no se
determind su base ionica e identificarse como propiedad de la membrana, éste punto

queda abierto a estudios posteriores para poder establecer alguna conclusion.

Una diferencia notoria en los ovocitos maduros fue la de mostrar un potencial de
accion muy prolongado con la aplicacién de un bajo estimulo de corriente. Esto puede
ser muy importante para el blogueo eléctrico de la polispermia donde el potencial de
membrana positico (potencial de fecundacion) inducido por el primer espermatozoide
inhibe la entrada de los demés espermatozoides al ovocito (Jaffe y Gould, 1985). El
potencial de fecundacién asi como estos puntos queda disponible para futuros estudios.




CONCLUSIONES

La proteina MAPK es detectada en forma activa en ovocitos maduros de la lapa

comun Lottia gigantea, pero no en inmaduros.

La actividad de MAPK no es necesaria para llevar a cabo la ruptura de la

vesicula germinal y la llegada a metafase 1.

El NH,4OH activa moléculas ya existentes para provocar la maduracién ya que en

la presencia del inhibidor de sintesis proteica ésta se llevo a cabo.

Después de la fecundacién se provocéd la inactivacién de MAPK y permanecid

inactiva durante la division mitética.

La sintesis de proteinas no es necesaria para que se lleve a cabo la ruptura de la
vesicula germinal, pero si se requiere una sintesis sostenida para el mantenimiento en

metafase I de meiosis,

La resistencia de la membrana disminuye casi a la mitad en ovocitos maduros
que se mantienen en NH4OH pero cuando éstos son lavados aumenta la resistencia

nuevamente.
Se detectaron dos potenciales de accién en ovocitos maduros pero solo el
primero de ellos fue de manera constante, ¢l cual presenta un umbral de -20mV y un

pico de +50 a 55mV.

La base ionica del primer potencial de accidn que se registro de manera constante

. . +
en ovocitos maduros es dependiente de Ca”",

5
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ANEXOS

Anexo #1

Inhibidor de fosfatasas (500 pl de volumen total)

0.5M B-glicerofosfato 100 pl

50mM NaF 40 pl

100mM Na; VO, 10 pt

Proteasa 100X 10ul

(Leupgeptin, Aprotinin y Pepstatin 0.33 mg/ml de ¢/u)

150 mM EGTA pH 7 66.5

2x d H,0O 273.5 ul

Anexo #2

Solucion desnaturalizante (6 ml de volumen total)
SGB 2.5 ml (0.2% SDS y Trizma base 0.25M, pH 6.8)
Amortiguador del gel de condensacién

10% SDS 2 ml (0.2 g de SDS + 2 ml de H,0)
Glicina I ml

2-Mercaptoetanol 0.5mi
Marcador del frente: Azul bromofenol  0.001%

Anexo #3
Gel poliacrilamida SDS al 10%
Gel de corrido

Agua destilada 625 pl

RGB 1875 pl (SDS 0.2% y Trizma base 0.75M, pH 8.8 Hci 6M)
Amortiguador del gel de corrido

A/MBA 1250 ul (30% Acrilamida y 0.86% Bis-acrilamida)

1:10 Temed 12,5 ul

Persulfato de amonio 37.5 pl (20 mg de persulfato de amonio en 125 pl de agua

destilada)
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Gel de condensacion al 5%

Agua destilada 625 pul

SGB 937 ul
Amortiguador del gel de condensacion
A/MBA 312l

1:10 Temed 6.25 ul

Persulfato de amonio 18.7 ul

Anexo #4

Amortiguador de electroforesis (10X),
0.25M Triz base 30275 ¢
1.92M Glicina 14413 g

1% SDS 10g

Agua destilada It

ajustar a pH 8.3
diluir 1:10 con agua destilada antes de usarse

Anexo #5

Amortiguador de transferencia (1X ),
25mM Tris base 4545 ¢
192mM glicina 2l16¢g
Metanol puro 300 mt

Agua destilada 1200 ml

prepararse momentos antes de usarse en hielo.

Anexo #6

TBST 0.1% de Tween-2011 volumen total
IM Tris-HCI (pH 7.4) 10 ml

150mM NaCl 88¢g

0.1% Tween-20 I ml

Agua destilada 989 m]

11 de volumen total

1.51 de volumen total
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Anexo #7

Sustrato ECL (Enhanced Chemical Luminescence)

Solucién A
Solucién B

Anexo #8

2 mi
50 pl

Revelador de pelicula de RX 500 ml de volumen total

Revelador Kodak GBX
Agua Corriente

Anexo #9

100 mi
400 ml

Fijador de pelicula de RX 11 volumen total
Fijador Kodak RP X-OMAT (ay b)

solucién a
sulucion b

Agua corriente

Anexo #10
Colorante Orceina
2% Orceina

60% Acido acetico

Anexo #11

Agua de mar artificial
484mM NaCl

10mM KCl

27mM MgCl2. 6H20
29mM MgS04. 7TH20
10mM CaCi2. 2H20
2.4mM NaHCO3

197 ml
17.7 ml
779 ml

100 ml volumen total
2g
100 ml

(1X) 50 ml volumen total
28.28 g/l
0.746 g/l
5.49 g/l
7.15 g/t
1.47 g/l
0.202 g/l

ajustar a pH & con 0.5M de NaOH
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Agua de mar sin Na’
484mM Cl de colina 67.6 g/l

Agua de mar 50mM de Na'
90% de Agua sin Na+
10% de Agua de mar normal

Agua de mar sin Ca’,
todos los compuestos, excepto CaCl,
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