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RESUMEN

Resumen de la tesis de Ménica Cecilia Castellanos Kotkoff presentada como requisito
parcial para la obtencion de la Licenciatura en Biologia. Ensenada, Baja California,
México. Noviembre del 2004.

Titulo: Efecto de la tiroxina como inductora a la metamorfosis del erizo de mar y el
patron de expresion del receptor nuclear COUP-TF en Lytechinus pictus.

Resumen aprobado por:

%W\?Q

Dr. Eug%\) de Jesus Carpizo Ituarte

La tiroxina es una hormona esteroide/tiroidea propia de vertebrados que actua en el
desarrollo y activa procesos como la metamorfosis de anfibios. En invertebrados,
especialmente marinos, se ha reportado que la tiroxina posee un efecto inductor en la
metamorfosis de ascidias, cnidarios y gasteropodos. El presente trabajo aporta
evidencias del efecto de la tiroxina como inductor a la metamorfosis del erizo de mar,
complementando los reportes del efecto de ésta hormona sobre el desarrollo larval de
equinodermos. En Experimentos de exposicion continua a la hormona se encontrd un
mayor efecto en las concentraciones 10 M y 10° M en tres especies de erizo de mar,
Strongylocentrotus franciscanus, S. purpuratus y Lytechinus pictus. La segunda
aproximacion al posible papel de hormonas esteroides/tiroideas en el erizo de mar se
document6 a nivel molecular. Lo anterior con base en un reporte previo de un receptor
nuclear huérfano de la familia de los esteroides/tiroideos, en el genoma del erizo de mar
S. purpuratus, denominado spCOUP-TF (chicken ovalbumin upstream promoter-
transcription factor in S. purpuratus). En este trabajo presentamos un fragmento aislado
y secuenciado del homoélogo COUP-TF en L. pictus, que present6 una similitud del 98%
con respecto al encontrado en S. purpuratus. En la secuencia aislada para L. pictus se
localizaron mutaciones puntuales y dos posibles sitios polimdrficos de un solo
nucleétido. El patrén de expresion del COUP-TF en estadios larvales tardios de L. pictus
se muestra localizado en la regién del estémago y eséfago. Los resultados obtenidos
permiten hipotetizar sobre una posible funciéon de este receptor en el desarrollo del
sistema nervioso en estadios larvales avanzados del erizo de mar. La evidencia conjunta
del presente trabajo sugiere la posibilidad de que moléculas similares a hormonas del
grupo de las esteroide/tiroideas, pudieran participar en la regulaciéon interna del
desarrollo larvario tardio del erizo de mar.




ABSTRACT

Thyroxine is a vertebrate steroid/thyroid hormone that has an important role in
vertebrate development and is known to regulate processes like amphibian
metamorphosis. In invertebrates, especially marine invertebrates, thyroxine has been
reporteded to have an inductive effect in metamorphosis of ascidians, cnidarians and
mollusks. This study shows evidence of the effect that thyroxine has in larval
development of the sea urchin, adding information to previous reports on the role this
hormone has in larval development of echinoderms. In experiments  where competent
larvae were continually exposed to thyroxine, a mayor effect was found in two
concentrations of thyroxine, 10* M and 10® M, for the three species of sea urchins
tested, Strongylocentrotus franciscanus, S. purpuratus and Lytechinus pictus. The
second approach of this study on the prescence of steroid/thyroid hormones in the sea
urchin was at the molecular level based on a previous report of an homolog of a nuclear
orphan receptor of the steroid/thyroid superfamily named COUP-TF. The COUP-TF
(chicken ovalbumin upstream promoter-transcripion factor) was found in the sea urchin
genome of Strongylocentrotus purpuratus. This study presents an isolated fragment of
the COUP-TF homolg in L. pictus, that presents a 98% similarity with the one found in
S. purpuratus. The COUP-TF sequence for L. pictus has punctual mutations and two
possible single nucleotide polymorphic sites. The expression pattern of the COUP-TF in
later larval stages was located in the stomach and esophagus region. These results allow
to hypothesize that this orphan receptor may have a role in the juvenile nervous system
development. Together these evidence suggests the posibility that steroid/thyroid
hormone-like elements could participate in the internal regulation of the later larval
development of the sea urchin.
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INTRODUCCION

El desarrollo embrionario es un proceso de cambios progresivos durante los cuales
un organismo toma formas sucesivas que caracterizan su ciclo de vida (Purves et al.,
1998). Desde la fecundacion hasta la organogénesis los procesos son regulados por
cambios en la expresion de ciertos genes y por sefiales provenientes de células
adyacentes, dando como resultado un embrién que crece y da lugar al organismo adulto
(Gilbert, 1994).

Existen algunos organismos en donde el desarrollo embrionario da lugar a una forma
larval cuya morfologia y fisiologia difieren de manera significativa del organismo
adulto. Esta larva mediante un proceso denominado “metamorfosis”, se transforma en
juvenil para lo cual requiere una extensa reprogramaciéon morfogenética. La
metamorfosis forma parte del ciclo de vida de organismos vertebrados, como los
anfibios, y en la gran mayoria de los invertebrados terrestres, como los insectos, asi
como en una gran diversidad de invertebrados marinos (Gilbert, 1994).

Un invertebrado marino que se ha tomado como modelo de estudio en la embriologia
y cuyo ciclo de vida presenta un estadio larval que culmina con la metamorfosis para
alcanzar su estadio juvenil, es el erizo de mar. Se tomé como modelo de estudio porque
posee un huevo y una larva transparentes, lo cual, en conjunto con su disponibilidad y
facilidad de cultivo en el laboratorio, han posibilitado las observaciones de los procesos
por los cuales lleva a cabo su desarrollo. Sin embargo, el erizo de mar ain presenta
muchas incognitas en los mecanismos de regulaciéon de su embriogénesis, asi como en

los procesos que regulan el desarrollo larval y la metamorfosis.



La presente tesis, considera dos aspectos de la embriologia del erizo de mar, uno a
nivel morfo-fisiologico y el segundo en el plano molecular. La mayoria de los trabajos
que se han realizadg sobre este organismo se enfocan en los procesos que ocurren en los
estadios tempranos de desarrollo y en las primeras fases larvarias. Esto seguramente
debido a la facilidad de obtener embriones, sin embargo, estudios como el presente
abordan periodos de desarrollo posteriores a la larva pluteus, con lo cual se genera
informacioén relevante para estadios finales del desarrollo larvario. En estos estadios
tardios ocurren procesos como la formacién del rudimento, la competencia y la
metamorfosis, que son importantes en el desarrollo del erizo de mar.

Para la facilidad del lector, este trabajo se encuentra dividido en dos capitulos, cada
uno aborda uno de los niveles de estudio del desarrollo del erizo de mar y su
importancia.

En la primera parte se analiza la capacidad de la hormona tiroxina para inducir larvas
de tres especies de erizos, Strongylocentrotus purpuratus, S. franciscanus y Lytechinus
pictus a la metamorfosis, con base en la capacidad reguladora y morfogenética de dicha
hormona en vertebrados, asi como en estudios de su accion durante el desarrollo del
rudimento juvenil en el erizo de mar.

En la segunda parte se documenta a nivel molecular la presencia y el patréon de
expresion de un receptor nuclear huérfano perteneciente a la superfamilia
esteroide/tiroidea denominado COUP-TF (factor de transcripcion del promotor del gen

de la ovalbimina de gallina), en los estadios larvales tardios del erizo Lytechinus pictus.



HIPOTESIS GENERAL.- Las hormonas esteroides/tiroideas en vertebrados poseen
una accidén reguladora y morfogenética durante el desarrollo, sin embargo, se han
observado dentro de algunos grupos de invertebrados que dichas hormonas pudieran
ejercer efectos similares. Se desconoce la presencia o produccion de las mismas en
invertebrados, pero si se han descubierto a nivel molecular receptores de hormonas
esteroides/tiroideas que posiblemente no respondan a los mismos estimulos mas si

posean funciones conservadas durante la evolucion.

HIPOTESIS UNO
Si se aplica tiroxina de manera exdgena a larvas competentes de erizo, los

porcentajes de metamorfosis se encontraran relacionados de manera dosis dependiente.

HIPOTESIS DOS

El patrén de expresion del COUP-TF en las etapas iniciales del desarrollo larval se
concentra en la zona neurégena de la banda ciliada de manera que al avanzar los estadios
y acercarse a la competencia es posible que presente una variacién de éste patron para
localizarse en la zona de formacion del rudimento juvenil por las implicaciones que

pueda poseer en el origen del sistema nervioso adulto.




OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto de la L-tiroxina como inductora de la metamorfosis de larvas
competentes de las especies de erizos Stromglocentrotus purpuratus, S.

Sfranciscanus y Lytechinus pictus.

e Diseflar cebadores que delimiten la regién mas conservada del receptor nuclear
COUP-TF para poder amplificar dicha region por medio de la reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR).

e Detectar el patron de expresion del COUP-TF por medio de la técnica de

hibridacion in-situ “whole mount” en larvas de los estadios de 6 y 8 brazos de L.

pictus.




CAPITULO I

TIROXINA COMO HORMONA INDUCTORA DE LA METAMORFOSIS EN
EL ERIZO DE MAR.

1. INTRODUCCION

El desarrollo de un organismo inicia desde la fecundacion del huevo por el esperma y
culmina con la organogénesis, pasando por la segmentacion, gastrulacion y en
vertebrados, por la neurulacién. Algunos organismos invertebrados poseen un desarrollo
embrionario que presenta una fase larval que culmina en un proceso denominado
metamorfosis, el cual es la transformacion de la larva en juvenil,

Dentro del desarrollo embrionario tanto de vertebrados como de invertebrados, las
hormonas poseen un papel primordial. Regulan procesos como el metabolismo, la
formacion del sistema nervioso y la diferenciacion sexual, sin embargo, uno de los
procesos mas interesantes que es regulado por hormonas es la metamorfosis.

La metamorfosis se define como el proceso por el cual un organismo larval es
transformado en un juvenil. Ocurre en aquellos animales cuyos ciclos de vida son
indirectos, es decir, la larva posee caracteristicas tanto morfol6gicas como fisiolégicas,
distintas al adulto (Gilbert, 1994).

Dentro de los vertebrados, los anfibios son el grupo cuyo proceso metamorfico se
encuentra ampliamente documentado. Todos los cambios morfoldgicos y fisiologicos
que ocurren para pasar de una forma de vida acuética y herbivora a una terrestre y
carnivora se llevan a cabo por la tiroides, mediante la secrecion de las hormonas tiroxina

(T4) y triiodotironina (Ts) (Gilbert, 1994).




Dentro de los cordados, se ha descrito la presencia de hormonas tiroideas y sus
precursores en tunicados adultos, asi como sitios de unién nuclear para Ts;. Se sugiere
también la particip:dcién de hormonas tiroideas en la metamorfosis de las larvas de
ascidias (Patricolo et al., 2001).

Atin cuando la metamorfosis se presenta en algunos vertebrados, éste proceso define
los ciclos de vida de un gran nimero de invertebrados. En algunos invertebrados se ha
observado que el proceso de metamorfosis se encuentra regulado por hormonas de la
familia esteroides/tiroideas; un ejemplo se presenta en los insectos ya que la 20-
hydroxyecdysona regula su metamorfosis (Gilbert, 1994). Sin embargo, en los
invertebrados marinos los mecanismos de regulacién de la metamorfosis se desconocen.
Esto incluye la amplia gama de invertebfados marinos que poseen un ciclo de vida larval
que culmina en un estadio de competencia que reconoce claves ambientales que inducen
a su asentamiento y metamorfosis (Morse, 1990).

Las claves ambientales han sido el objeto de estudio de varios autores, algunos de los
cuales han llegado a sugerir una regulacion hormonal, por miembros de la familia de
hormonas esteroides/tiroideas, en la metamorfosis. Lo anterior basado en las
observaciones en cordados primitivos e insectos. Sin embargo, es muy improbable que

el inductor natural sea en efecto alguna hormona esteroide/tiroidea.




Algunas especies que han presentado un efecto de induccion a la metamorfosis por la
aplicacion exdégena de tiroxina a larvas competentes son el cnidario Aurelia
(Spangenberg, 1971; 1984), el abulén del género Haliotis (Carpizo et al., 1993;
Fukazawa et al., 2001), el gasterépodo Astraea undosa (Carpizo et al., 1993) y la galleta
de mar Peronella japonica (Saito et al., 1998), éste Glltimo perteneciente al filum de los
equinodermos. |

Dentro del grupo de los equinodermos, se han realizado diversos estudios con
aplicaciones exdgenas de tiroxina durante el desarrollo larval. Se ha descrito una
aceleracion en el desarrollo de la larva de la estrella de mar Acanthaster planci que es
influenciada por las concentraciones dé tiroxina (Johnson et al., 1996).

La formacioén del rudimento adulto en los erizos de mar es acelerado cuando se
cultiva la larva en un medio que contiene tiroxina (Chino et al., 1994); asi también la
tiroxina posee el efecto de retardar el desarrollo embrionario del erizo cuando éstos son
expuestos a concentraciones de tiroxina en sus primeros estadios, sin embargo, la misma
tiroxina acelera el desarrollo en los ultimos estadios previos a la metamorfosis del erizo
de mar (Johnson, 1998).

No se ha evaluado si la tiroxina interviene como inductor a la metamorfosis de las
larvas competentes del erizo de mar, de ser asi, su efecto podria agregar elementos para

entender la regulacion interna en equinodermos.




2. ANTECEDENTES
2.1 EMBRIOLOGIA Y METAMORFOSIS DEL ERIZO DE MAR

Los erizos son organismos dioicos que se reproducen por fecundacion externa al
liberar sus gametos al medio. Un 6vulo que ha sido fertilizado inicia su desarrollo hasta
una larva planctonica llamada equinopluteus. Esta larva desarrolla cambios graduales en
su morfologia hasta llegar a un estadio de competencia, en el cual los estimulos
adecuados desencadenan la metamorfosis (Chino et al., 1994).
Chino et al. (1994) denominan por medio de una serie de letras a cada estadio
representativo del desarrollo larval del erizo, ésta clasificacion sera utilizada a lo largo

del presente trabajo (fig. 1.1).

Figura 1.1. Morfologia que presenta el erizo de mar durante su desarrollo desde el estadio pluteus de cuatro brazos
hasta la metamorfosis, asi como el desarrollo del rudimento juvenil. La formacién del rudimento juvenil inicia al fin
del estadio de seis brazos o al inicio del estadio de ocho brazos (F, flecha). Cuando la larva presenta un rudimento
completamente desarrollado se le designa como competente (J) y se encuentran listas para la metamorfosis (K). La
barra mide 200 pm. Tomado de Chino et al., 1994.




Los estadios larvales van desde una forma de cuatro brazos (A) hasta una larva de
ocho brazos que presenta el rudimento juvenil (G). El vestibulo que se une al
hidroceloma y forrpa lo que serd la testa del organismo adulto, esto es a lo que se
denomina el rudimento juvenil (Chino et al., 1994).

En este momento se dice que la larva se encuentra en estadio competente (J), y
generalmente ya presenta algunas de las estructuras adultas dentro del epitelio larval. Sin
embargo, una larva competente al encontrarse en ausencia de la sefial inductora
requerida, puede demorar el proceso de metamorfosis y permanecer como larva por un
tiempo prolongado (Bishop et al., 2001).

El proceso de metamorfosis se lleva a cabo una vez que encuentra y reconoce sefiales
ambientales que se asocian a un habitat propicio para que se establezca como juvenil. El
tipo de substrato, ya sean algas especificas, peliculas bacterianas, o algun metabolito de
organismos adultos de la especie son los que determinan la distribucién final del recluta
(Yazaki, 2000). La induccién a la metamorfosis requiere de una respuesta neurosensorial
inicial por parte de la larva (Bishop et al., 2001).

Estudios sobre este proceso en los erizos han pretendido determinar cual es el
compuesto inductor que actia de manera natural. Rowley (1989) propone que aun
cuando se desconoce cual es el elemento que activa la metamorfosis, cuando la larva
competente de Strongylocentrotus spp. se coloca en un medio con un extracto de algas
coralinas, en este medio los porcentajes de metamorfosis fueron ligeramente mayores a
los controles, sin embargo, el autor sefiala la posibilidad de que peliculas bacterianas

puedan estar involucradas en la induccién al asentamiento.




10

Por su parte Carpizo-Ituarte et al. (2002) demostraron que al igual que muchas
especies de larvas de invertebrados marinos, los erizos de mar pueden ser inducidos a la
metamorfosis de manera artificial con cloruro de potasio (KCI).

Por otro lado como se mencioné anteriormente, la tiroxina ha probado acelerar el
desarrollo larval e inducir el asentamiento de la larva del erizo de mar (Chino et al.,
1994; Johnson, 1998), sin embargo, su accién como inductor a la metémorfosis no se ha
probado. |

En el erizo de mar, la metamorfosis se inicia por el colapso del epitelio larval,
cuando ésta ha sido expuesta a un compuesto inductor. El colapso del epitelio larval se
caracteriza por un doblamiento de los; brazos larvales en posicion aboral al rudimento
juvenil y simultdneamente, los pies ambulacrales y las espinas se extienden (Cameron et
al., 1978).

El epitelio larval se vuelve irregular y en la zona més alejada de la superficie apical
aparecen vesiculas de gran tamafio que probablemente sean lizosomas. En esta etapa
aparece una superficie de microvellosidades que cubren el rudimento y se extienden
aboralmente. Estos son lo eventos mas sobresalientes de la metamorfosis y ocurren
durante las primeras horas posteriores a la induccién, sin embargo, el proceso continia
por mas de cinco dias, durante los cuales se completa la formacion de la testa y los

organos internos del juvenil, hasta la apertura de la mandibula (Cameron et al., 1978).
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2.2 HORMONAS TIROIDEAS Y SU ACCION EN LA METAMORFOSIS

La hormona tiroxina se produce por la adicién de yodo al aminoécido tirosina (fig.
1.2). En vertebrados, ésta uniéon ocurre dentro de la tiroglobulina, una glicoproteina
sintetizada y secretada por el aparato de Golgi en los foliculos de la glandula tiroides. La
iodinasa se encarga de unir los yodos a la tirosina encontrada en la tiroglobulina y dar
lugar tanto a la triiodotironina (T3) como a la tiroxina (T,), las cuales son formas activas
de las hormonas tiroideas. La tiroxina se encuentra en un porcentaje mayor al ser
liberada a 1a sangre, sin embargo ésta pierde un yodo p ara volverse T3, 1a cual actua
directamente en los tejidos y se une a los receptores nucleares para incrementar la

transcripcion de ciertos genes (Guyton et al., 2000).

l—O—Q_ )~ CH, —CHNH,—COOH

TIROSINA

N Tt

T T 1
HO~ ~U o] ~U CH, —CHNH,—C OOH
I

35,3-TRIODOTIRONINA

l 1,
Ho--»-@~ ¢ ~@-~CHI ——CHNH,—COOH

TROXINA (TETRAIODO TIRONINA)

Figura 1.2- Sintesis de la tiroxina a partir del aminoacido tirosina por medio de la adicién de yodo.
(Tomado de Guyton et al., 2000)
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Durante la metamorfosis de los anfibios, la tiroxina provoca cambios tejido-
especificos, es decir, cada tejido responde de manera diferencial al efecto de la tiroxina.
Asimismo, en el pivel molecular, los receptores nucleares de hormonas tiroideas
requieren de la unién de la triiodotironina para poder iniciar su actividad transcripcional.
El receptor que carece de ligando hormonal actuara como represor y por tanto evitara la
expresion de los genes a los que se encuentran asociados y que intervienen en los
cambios propios de la metamorfosis (Tata, 1999).

La tiroxina es una hormona propia de los vertebrados, pues éstos poseen la capacidad
de produccién en la glandula tiroides. Sin embargo, se han realizados estudios que
muestran la accién de dichas hormonas en diferentes fila.

En las ascidias, cordados primitivos, se ha encontrado que células del endostilo
biosintetizan hormonas tiroideas, puesto que son capaces de unir yodo y secretar
glicoproteinas (Patricolo et al., 2001). El mismo estudio revelé que existe un mayor
porcentaje de metamorfosis cuando las larvas son expuestas a L-tiroxina, lo cual indica
que ésta hormona posiblemente posea un papel determinante en la metamorfosis de la
larva, al igual que en los vertebrados (Patricolo et al., 2001).

El estudio del efecto inductor a la metamorfosis de la tiroxina se extiende a lo largo
de la escala filogenética. En Aurelia, una especie de cnidario, se observd que en
organismos preacondicionados a bajas temperaturas, era posible inducir la metamorfosis
con elementos iodados o tiroxina en concentraciones de 10> M. Asimismo, se demostrd
una biosintesis de compuestos iodados, uno de los cuales se comporté de manera similar

a la tiroxina en el cromatograma (Spangenberg, 1971).
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La metamorfosis en los polipos de Aurelia sugiere un papel primordial de la tiroxina,
y representa la reaccion morfolégica similar de un organismo primitivo a una hormona
presente en vertebrados (Spangenberg, 1971). Posteriormente, el mismo autor sugiere
que al igual que intervenir en la metamorfosis del cnidario, es probable que la tiroxina,
al igual que en vertebrados, posee un papel en la regulaciéon del metabolismo de
‘homeostasis de iones minerales (Spangenberg, 1984). |

Otras evidencias de la acciéon inductora de la tiroxina en la metamorfosis de
invertebrados marinos estan dadas en los gasterépodos y en los equinodermos. En larva
competente de abuldn, concentraciones bajas de tiroxina fueron capaces de inducir a la
metamorfosis, con resultados comi)arables a la induccién provocada por el
neurotransmisor acido y-aminobutirico (GABA) (Carpizo et al., 1993; Fukazawa et al.,
2001).

En equinodermos la tiroxina ha mostrado poseer un efecto en el desarrollo y la
metamorfosis. En la especie Acanthaster planci, una estrella de mar, se ha reportado una
aceleracion en el desarrollo de las larvas que fueron expuestas a tiroxina. La respuesta
estuvo directamente relacionada con las concentraciones de los tratamientos, mas no les
fue posible determinar si la tiroxina promovia por si misma la metamorfosis (Johnson et

al., 1996).
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Por su parte Chino et al. (1994) ya anteriormente habian determinado el efecto de la
tiroxina en el desarrollo larval de tres especies de erizo de mar. Describieron que la
tiroxina por si sola no produce efecto alguno en el desarrollo del rudimento juvenil, sin
embargo, cuando se cultivaron las larvas en un medio con hormonas tiroideas su
respuesta era dosis-dependiente, sin embargo, cuando se combinaba en el medio
hormonas tiroideas y microalga como alimento, el efecto era mayor que el resto de los
controles. En los primeros estadios larvales no se presentd respuesta diferencial,
present4ndose incluso mortalidad, sin embargo, en el estadio de ocho brazos el
crecimiento y la reabsorcién del epitelio larval se aceler6 en presencia de hormonas
tiroideas y microalgas. Estos resultados pretenden sugerir que la larva se provee de las
hormonas tiroideas que requiere por medio de su alimento, pero no se descarta la
posibilidad de biosintesis (Chino et al., 1994).

Estudios similares se han realizado en larvas de distintas especies de erizo de mar.
Johnson (1998) por una parte determiné que la tiroxina retarda el desarrollo embrionario
durante los primeros estadios. Esta hormona aceleré la diferenciacién del rudimento
juvenil y las larvas completaron en un periodo més reducido la metamorfosis (Chino et
al., 1994; Johnson, 1998).

Tiroxina proporcionada en lugar de microalgas a las larvas cuyo rudimento se
encontraba en diferenciacidn, mostraron una formacién mas avanzada de estructuras del
adulto como la placa genital de la testa, en comparacién con larvas alimentadas

solamente con microalgas (Suyemitsu, 2000).
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Para descartar la posibilidad de biosintesis de hormonas tiroideas, en el estudio se
evaluaron los efectos de inhibidores de sintesis, asi como de incorporacién de yodo; los
primeros no afectaron el desarrollo larval, sin embargo los segundos retardaron el

desarrollo del rudimento juvenil (Suyemitsu, 2000).




3. METODOLOGIA
3.1 OBTENCION DE LARVA Y CRITERIOS DE UTILIZACION

Erizos adultos de las especies Stromgylocentrotus purpuratus, S. franiscanus y
Lytechinus pictus fueron recolectados y mantenidos en el Laboratorio de Biologia del
Desarrollo del Instituto de Investigaciones Oceanologicas. Para la obtencion de los
gametos se inyectd una solucion de 0.55 M de cloruro de postasio (KCI) en la cavidad
celomica; 1 ml para S. purpuatus y S. franciscanus, y 0.2 ml para L. pictus de acuerdo
con el método descrito por Strathmann (1987). Los gametos se colectaron en frascos de
vidrio con agua de mar filtrada, de los cual se tom6 una muestra para observar en el
microscopio la calidad de los mismos. Un évulo en condiciones Optimas debera
presentar una forma esférica y el esperma una motilidad del 90% o mayor. Las
impurezas se eliminaron al pasar los gametos por un tamiz de 250 pum.

Los 6vulos de tres hembras se fertilizaron con el esperma diluido de dos machos,
siendo desconocida con exactitud la proporcion Ovulo-esperma utilizada, puesto que
para fines de cultivo no era requerido, ya que se utiliz6 la membrana de fertilizacion
como criterio de viabilidad. El porcentaje de fertilizacion se evalud después de 15
minutos de haber agregado el esperma. Para ello se tom6 una muestra y se observo al
microscopio. Si el 90% de los 6vulos presentaban la membrana de fertilizacion, éstos
fueron utilizados para el cultivo de la larva. Los huevos fertilizados fueron lavados en un
tamiz de 45 pm para remover el exceso de esperma y se colocaron en cubetas de 18 L

por 72 horas.

16



17

Al término de los tres dias, se estim6 el nimero de larvas para transferirlas a tanques
cénicos con capacidad de 50 L y en los cuales se colocé una densidad de 2 larvas por
mililitro. Durante e§te periodo las larvas se mantuvieron con aireacion y se les alimentd
con la microalga Rhodomonas sp.

La racion del alimento se aument6 cada semana: 10,000 células/ml en la primera,
15,000 cel/ml en la segunda y 20,000 cel/ml en la tercera. Asimismo para asegurar la
calidad de agua de los tanques se realizaron recambios de agua del 50% y del 100% de
manera alterna.

El desarrollo larval duré aproximadamente entre 20 y 25 dias para L. pictus y 23 y 27
dias para S. franciscanus y S. purpuratus, al cabo de los cuales la larva se encontré en
estadio de competencia para la metamorfosis. El estadio de competencia se caracterizo6
por la presencia del rudimento completamente desarrollado en el cual eran visibles los
primordios de las espinas y los pies ambulacrales correspondientes al estadio J segun
Chino et al. (1994). Una vez que la larva presentaba dichas estructuras, se realizaron los

experimentos farmacoldgicos.

3.2 EXPERIMENTOS DE INDUCCION A LA METAMORFOSIS
Los experimentos de induccién a la metamorfosis fueron realizados de acuerdo a la

metodologia que se presenta de manera esquematica en la figura 1.3.
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Inyectar k1 0.55 M

Induccion a la metamorfosis
con difeentesconcentaciones
de L-Troxna

C uantificacion del porce ntaje
de metam orfosis

™

Figura. 1.3. Representacion esquematica de la metodologia que se sigui6 en los experimentos de induccién a la
metamorfosis con L-tiroxina. Se obtuvieron los gametos al inyectar KCI 0.55 M a erizos maduros de las distintas

especies, el cultivo se mantuvo durante aproximadamente un mes hasta que la larva alcanzo6 la competencia para poder
inducirla con distintas concentraciones de L-tiroxina.
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Para ello se utilizaron cajas de pozos multiples (BD Falcon, no. catdlogo U-13008-
00), donde se colocaron larvas competentes de erizo S. purpuratus, S. franciscanus o L.
pictus, segun el e>’(perimento, y fueron expuestas a distintas concentraciones de L-
tiroxina (Sigma, no. catdlogo T 2501). En el anexo 1 se muestran las concentraciones
utilizadas y los volimenes de reactivos requeridos.

Se realizaron un total de siete experimentos de induccion a la metamorfosis, uno para
S. franciscanus, cuatro para L. pictus y dos para S. purpuratus. Cada experimento conto
con tres réplicas y sus respectivos controles. KCL 10" M por 15 minutos, se utilizé
como control positivo por su conocida accidon inductora en larvas competentes de erizo
(Carpizo-Ituarte et al., 2002). El control negativo consistié en larvas que permanecieron
en agua de mar filtrada hasta 0.45 um e irradiada con luz ultravioleta (UV). Asimismo se
incluyé un control de reactivo de NaOH 10™ M, ya que ésta fue la solucién en la cual se
disolvid la tiroxina, por su insolubilidad en agua. Para todos los experimentos se utiliz6

agua de mar filtrada hasta 0.45 pm e irradiada con UV (AME).

3.3 EVALUACION DE LOS EXPERIMENTOS

Los resultados fueron evaluados a las 24 horas. S6lo un experimento de L. pictus fue
evaluado en dos tiempos, a las 24 y 48 horas. Asimismo, en el tercer experimento
realizado con L. pictus se evalud sélo a las 48 horas. En S. purpuratus se evalu6é uno de
los experimentos al término de 48 horas y otro sélo a las 24 horas. Durante este tiempo

las larvas permanecieron expuestas a las distintas soluciones de tiroxina.
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En el control positivo de KCI, se retir6 la solucion a los 15 minutos y el agua de mar
fue renovada, sin embargo, la evaluacion de éste se realiz6 a las 24 horas al igual que el
resto de los tratamientos.

En todos los experimentos la evaluacion se realizé con la ayuda de un microscopio
estereoscopico marca Zeiss (KL 200).

Como criterio de metamorfosis, se consideré la presencia de las espinas y pies
ambulacrales extendidos y el colapso del epitelio larval, los cuales son caracteristicos del

erizo juvenil.

3.4 PROCESAMIENTO ESTADiSTICO

Se cuantificaron los porcentajes de metamorfosis y mortalidad en cada una de las
réplicas de cada tratamiento para realizar un anélisis de varianza con un nivel de
confianza del 95 %. La hipdtesis nula para cada experimento consistidé en la no
existencia de diferencias significativas entre los tratamientos. La hipdtesis alterna
planteaba la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos.

Los datos fueron transformados por la funcién arcoseno y procesados en el paquete
estadistico Statistica®. Asimismo, en el mismo software, se realiz6 la prueba Duncan
para comparar las medias de cada uno de los tratamientos y determinar el porcentaje de

similitud entre ellos. Las graficas se generaron con la ayuda del programa Sigma Plot®.
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Existieron algunas réplicas en las cuales los porcentajes de mortalidad fueron
elevados con respecto a lo que se observé en esos tratamientos para la mayoria de las

réplicas. Sin embargo, se consideraron las larvas metamorfizadas de éstas réplicas en el

analisis estadistico.




4. RESULTADOS

En el experimento evaluado a las 24 horas para Strongylocentrotus franciscanus, el
porcentaje de metamorfosis mas alto que se obtuvo en los tratamientos de tiroxina fue
del 15 % en la concentracion de 10* M (fig. 1.4). Este porcentaje no fue
significativamente diferente del control de reactivo (NaOH), ni de las larvas que
permanecieron en AME. (Prueba Duncan, P> 0.05). El control con KCI fue diferente de

manera significativa de los tratamientos de tiroxina con un porcentaje del 80 %

(ANOVA, P< 0.05).
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Figura 1.4. Porcentaje de metamorfosis y mortalidad de la larva competente de 23 dias de
Strongylocentrotus franciscanus, evaluado a las 24 h de exposicion a las diferentes concentraciones de
tiroxina. La larva fue expuesta a un pulso de KCl 10" M por 15 min, al cabo de los cuales se retird y se
reemplazé por AME. NaOH= NaOH 10* M por 24 h. AME= agua de mar filtrada hasta 0.45 pm e
irradiada por UV. (n=3 réplicas). Las barras verticales corresponden al error estandar.
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En el primer experimento de Lytechinus pictus evaluado a las 24 horas, se presentd
un mayor porcentaje de metamorfosis en la concentracién 10° M con 22.2 % (fig. 1.5),
siendo diferente significativamente de los demas tratamientos (Prueba Duncan, P>0.05),

sin embargo, su efecto no fue comparable al KCl, que presentd un 85 % de metamorfosis

(ANOVA, P<0.05).
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Figura 1.5. Muestra el porcentaje de metamorfosis y mortalidad en la larva competente de 25 dias de
Lytechinus pictus, evaluado a las 24 h de exposicion a las diferentes concentraciones de tiroxina. La larva
fue expuesta a un pulso de KCI 10" M por 15 min, al cabo de los cuales se retira y se reemplaza por AME.
NaOH= NaOH 10* M por 24 h. AME= agua de mar filtrada hasta 0.45um e irradiada por UV. (n=3
réplicas). Las barras verticales corresponden al error estandar.

En el experimento de induccion realizado para Strongylocentrotus purpuratus cuya
evaluacion fue realizada a las 24 horas, el mayor porcentaje de metamorfosis encontrado

en los tratamientos con tiroxina fue del 22 % en la concentracién 10 M (fig. 1.6).
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Este experimento present6 diferencias significativas entre el control positivo de KCl
y el resto de los tratamientos (ANOVA, P< 0.05), sin embargo, aun cuando 10 M no se
asemeja a éste control, fue diferente del resto de tratamientos y del control de reactivo
(NaOH) asi como de las larvas que permanecieron en AME (Prueba Duncan, P< 0.05).

En este mismo experimento, una de las réplicas en la concentracion 10" M present6
un 100 % de mortalidad, cuando el promedio observado fue del 3.3 %. Por su parte, en
AME una réplica inusual presenté un 30 % de mortalidad, cuando el promedio de las
réplicas restantes fue del 5 %. Asimismo, en una réplica de la concentracién 107" M se

observé un 76.6 % de metamorfosis, muy por encima del promedio de las dos réplicas

restantes.
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Figura 1.6. Porcentaje de metamorfosis y mortalidad en la larva competente de 26 dias de
Strongylocentrotus purpuratus, evaluado a las 24 h de exposicion a las distintas concentraciones de
tiroxina. La larva fue expuesta a un pulso de KCI 10" M por 15 min, al cabo de los cuales se retira y se
reemplaza por AME. NaOH= NaOH 10 M por 24 h. AME =agua de mar filtrada hasta 0.45 pm e
irradiada por UV. (n=3 réplicas). Las barras verticales corresponden al error estandar. (*) Mortalidad
inusual. (+) Metamorfosis inusual.
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Para el experimento de L. pictus, evaluado a dos tiempos (24 y 48 horas), se observo
un aumento en el porcentaje de metamorfosis en las concentraciones de 10°Ma 10° M.
En estas concentrgciones se presentd el mayor porcentaje de metamorfosis de los
experimentos realizados.

A las 24 horas el mayor porcentaje de metamorfosis fue del 13.33 % en la
concentracién de 10* M (fig. 1.7 A). Las larvas del control de KCI presentaron un
porcentaje del 83 % siendo diferente significativamente del resto de los tratamientos
(ANOVA, P<0.05). Sin embargo, el porcentaje encontrado en la concentracion de
tiroxina 10™* M difiere de manera significativa del control de AME y del control de
NaOH (Duncan, P<(0.05).

En este experimento una réplica de la concentracion 10 M presenté una mortalidad
mayor correspondiente al 6.6 % cuando el porcentaje observado en las dos réplicas
restantes fue de 0 (fig. 1.7 A).

Se presentaron porcentajes de metamorfosis superiores al 50 % en las
concentraciones 10, 10 y 10° M, cuando el mismo experimento fue evaluado a las 48
horas (fig. 1.7 B). Estos valores fueron significativamente diferentes de los controles de
reactivo (NaOH) y de la larva que permanecié en AME (Duncan, P< 0.05). El
tratamiento de KClI fue significativamente diferente de todos los tratamientos (ANOVA,

P< 0.05).
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Figura 1.7. Porcentaje de metamorfosis y mortalidad en la larva competente de 20 dias de Lytechinus pictus evaluado
alas24 h(A)y 48 h (B) de expos:clén a las diferentes concentraciones de tiroxina. La larva fue expuesta a un
pulso de KCI 10" M por 15 min, al cabo de los cuales se retira y se reemplaza por AME. NaOH= NaOH
10"M por 24 h. AME =agua de mar filtrada hasta 0.45 pm e irradiada por UV. (n=3 réplicas). Las barras
verticales corresponden al error estandar. A las 48 h no se consideré la mortalidad encontrada a 25h.
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El ultimo experimento que se realizé con Lytechinus pictus evaluado sélo al término
de las 48 horas de exposicion, presenté valores de metamorfosis similares a los del
experimento anteriolr en el mismo periodo de tiempo (fig. 1.8).

Los porcentajes de metamorfosis mas altos se obtuvieron con las concentraciones
entre 10° M y 10 M, sin ser comparable al efecto del KCl, en el que se obtuvieron
porcentajes del 96 % de metamorfosis (ANOVA, P< 0.05). Los porcentajes de
metamorfosis observados fueron del 20 % en 10> M y hasta 54 % en 10° M. En la
concentraciéon 10® M se present6 un porcentaje de metamorfosis del 55.5 % (fig. 1.8).
Las concentraciones 10° M y 10® M difirieron de manera significativa de los controles
de AME y NaOH (Duncan, P< 0.05). El resto de los tratamientos fueron similares al
control negativo y de reactivo (Duncan, P< 0.05).

En una de las réplicas de la concentracién 10° M de este experimento se presentaron
porcentajes en la metamorfosis del 20 % cuando se venia observando para ésta
concentracién un porcentaje promedio del 3 %. Asimismo en las concentraciones 10° M
y 10"° M se presentaron réplicas con porcentajes de mortalidad del 41.11 % y 51.11 %
respectivamente, los cuales fueron mayores al 3 % o menor de mortalidad observada en

las demas réplicas (fig. 1.8).
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Figura 1.8. Porcentaje de metamorfosis y mortalidad en la larva competente de 22 dias de Lytechinus
pictus, evaluado después de 48 h de exposicion a las diferentes concentraciones de tiroxina. La larva fue
expuesta a un pulso de KCI 10" M por 15 min, al cabo de los cuales se retira y se reemplaza por AME.
NaOH=NaOH 10“ M por 24 h. AME =agua de mar filtrada hasta 0.45 pm e irradiada por UV. (n=3

réplicas). Las barras verticales corresponden al error estandar. (*) Representa el porcentaje de mortalidad
inusual. (+) Representa el porcentaje de metamorfosis inusual en una de las réplicas.

En el experimento de Strongylocentrotus purpurtus evaluado a las 48 horas la
mayoria de la larva se encontré muerta en todos 1os tratamientos. Al no realizarse l1a
evaluacion de éste experimento a las 24 horas, no se pudo determinar si un periodo de

exposicion menor a 48 horas resulta toxico en ésta especie.




29

En los experimentos con Lytechinus pictus se obtuvieron los mayores porcentajes de
metamorfosis. En las concentraciones de tiroxina comprendidas entre 10° M y 10° M se
obtuvo un promediq de 19 % y 43 % de metamorfosis respectivamente. El resto de los
tratamientos en Lytechinus pictus fueron similares al control negativo de AME vy al
NaOH (Prueba Duncan, P> 0.05). En el control positivo de KCl se present6 un 88 % de
metamorfosis, siendo diferente de manera significativa de todos los tratamientos
(ANOVA, P<0.05).

Las concentraciones de tiroxina cuyo efecto inductor fue mayor en las tres especies
(Strongylocentrotus franciscanus, Lytechinus pictus y S. purpuratus) se encontraron en
el rango de 10° M y 10 M, con porcentajes por debajo del 50 % de metamorfosis. Sin
embargo, como ya se mencioné 10 M que resulté téxica para S. purpuratus, produjo un

efecto inductor del 20 % en L. pictus, y no fue probada en S. franciscanus.




5. DISCUSION

La aplicacion de hormona tiroxina en larva competente de tres especies de erizo de
mar (Strongylocentrotus purpuratus, S. franciscanus y Lytechinus pictus) produjo
porcentajes de metamorfosis similares en las tres especies dentro del rango de
concentraciones de 10° M y 10° M. Este trabajo es el primer reporte de la accion de la
tiroxina como elemento inductor de la metamorfosis en el erizo de mar. Aun cuando
existe un reporte previo de la aplicacion de las hormonas T3 y T4 para éste organismo, no
se presentan porcentajes de metamorfosis y se menciona solamente la formacion de un
esqueleto del tipo adulto como respuesta inducida por las hormonas (Suyemitsu, 2000).

El rango de concentraciones en el cual la tiroxina posee un efecto sobre la larva
competente del erizo de mar es comparable con aquellas concentraciones de tiroxina que
presentan un efecto inductor en especies de equinodermos como Peronella japonica que
responde de manera significativa en la concentracién 10° M de tiroxina (Saito et al.,
1998). Otro deuterostomio marino en el cual se sugiere un posible papel de la tiroxina
como elemento inductor en la metamorfosis es la ascidia, en la cual, concentraciones de
tiroxina similares a este trabajo (10 M) fueron suficientes para promover una respuesta
(Patricolo et al., 2001).
Invertebrados marinos gasteropodos como el abulon y el caracol han respondido a la

aplicacion exogena de tiroxina como inductor a la metamorfosis.
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En el abulén Haliotis rufescens se reportdé un mayor porcentaje de metamorfosis en
la concentracién 6.6 x 10° M de tiroxina (Carpizo-Ituarte, 1994); asi como un efecto en
la concentracion 3.8 x 10° M de tiroxina para otras dos especies de abulon, H. discus y
H. gigantea (Fukazawa et al.,, 2001). Por su parte en el caracol Astraea undosa la
respuesta se dio, al igual que en Haliotis rufescens, al aplicar tiroxina a una
concentracién de 6.6 x 10° M (Carpizo-Ituarte, 1994).

Los porcentajes mas altos de metamorfosis en las tres especies de erizo de mar que
se presentan en este trabajo se encontraron en la concentracién 10° M, al igual que en el
equinodermo Peronella japonica, sin embargo, la metodologia en éste trabajo difiere de
la utilizada por Saito et al. (1998), en donde la larva fue cultivada a partir del huevo
fertilizado en un medio que contenia tiroxina. El presente trabajo disefi6 una
metodologia que pretende determinar si la tiroxina actiia como agente regulador de la
metamorfosis por si solo.

Los porcentajes de metamorfosis obtenidos en las distintas concentraciones de
tiroxina que fueron aplicadas a larvas competentes de tres especies de erizo de mar no
fueron comparables con respecto al control de KCl utilizado. Sin embargo, éste tiltimo
s6lo se utiliza como indicador de competencia, ya que en realidad se desconoce los
mecanismos por los cuales actia para promover la metamorfosis. Asimismo una larva
metamorfizada con KCl puede llegar a su madurez sin presentar anomalias (Carpizo-

Ituarte et al., 2002).
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La respuesta a la tiroxina en dos de las tres especies (S. franciscanus y S. purpuratus)
de erizo de mar estudiadas, nos permiten sugerir que existe un efecto de ésta hormona
sobre la larva competente. Sin embargo, al haberse realizado un numero limitado de
experimentos, la apreciacion del efecto que posee la tiroxina es incompleta.

En el caso de S. franciscanus los porcentajes de metamorfosis obtenidos en las cuatro
‘concentraciones probadas fueron similares entre si y similares con respecto al control de
reactivo, con lo cual no es posible establecer si existe un efecto significativo de la
tiroxina como inductor para ésta especie. Un mayor nimero de experimentos podrian
proporcionar la informacioén necesaria para corroborar nuestra hipotesis.

Para S. purpuratus los experimentds sugieren una sensibilidad mayor en ésta especie
a la hormona. La concentracién 10 M de tiroxina resulté ser toxica en larva competente
de S. purpuratus, asimismo, el primer experimento mostré un porcentaje alto de
mortalidad por exposicidn prolongada a la hormona.

Es posible explicar las diferencias encontradas en la respuesta de cada una de las
especies como una variacion especifica de especie. Otra fuente de variacién en la
respuesta puede deberse a las diferencias entre las larvas en la sensibilidad de la
percepcion sensorial. Por otra parte dentro de un mismo cultivo de erizo de mar, la larva
se desarrolla de manera asincroénica, lo cual origina distintos grados de madurez dentro
del mismo y por lo tanto una larva que no ha alcanzado el estadio de competencia no

serd capaz de responder al estimulo.
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La competencia de una larva es un caracter fisioldgico, que podemos relacionar con
caracteristicas morfologicas, sin embargo, es posible que presente las caracteristicas
morfoldgicas pero no necesariamente se encuentre competente, como lo han sugerido
Bishop et al. (2001).

La respuesta de la larva competente de las tres especies utilizadas (S. purpuratus, S.
franciscanus 'y L. pictus) proporcionan elementos para sugerir la posibilidad de
moléculas similares a estas hormonas que pudieran participar en la regulacion interna de
la metamorfosis. Lo anterior se refuerza cuando se considera el efecto de la tiroxina en
el desarrollo larval del erizo de mar, su aparente acumulacion de T3 y T4 proporcionado
por la microalga durante su desarrollo (Chino et al., 1994; Suyemitsu, 2000). Asimismo,
al presentar en su genoma elementos nucleares que pertenecen a la familia de receptores
de hormonas esteroides/tiroideas (Chan et al., 1992), no podemos descartar que el erizo
posea la capacidad de responder a este tipo de estimulos hormonales con receptores
nucleares similares.

Sin embargo, hasta no constatar que en efecto exista una acumulacion de T3 y Ty
durante el desarrollo larval como ha sido sugerido por Chino et al. (1994) y Suyemitsu
(2000) o incluso si existe una biogénesis de ésta hormona o un elemento tipo-hormona
por el erizo de mar, no es posible considerar que la tiroxina posea un papel importante

en la metamorfosis del erizo de mar.




6. CONCLUSIONES

e Las concentraciones de tiroxina 10* M y 10 M fueron las que presentaron un
mayor porcentaje de metamorfosis en las tres especies de erizo de mar (S.
purpuratus, S. franciscanus y L. pictus).

e En la concentracién 10° M se obtuvieron los valores mas altos de porcentaje de
metamorfosis en las tres especies siendo significativamente distintos al control
de reactivo de NaOH y al control de agua de mar filtrada.

e Existieron diferencias entre las tres especies de erizo de mar en cuanto a su
respuesta al compuesto.

e Los porcentajes de metamorfosis fueron siempre mayores en el control positivo
con KCl en las tres especies.

e La tiroxina por si sola no produce un porcentaje de metamorfosis significativo

consistente.
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7. RECOMENDACIONES

Considerar un disefio experimental que permita alimentar a la larva
competente mientras permanece en contacto con la solucion de tiroxina, para
descartar la posibilidad de un mecanismo de asimilacién de la hormona por
medio de la microalga.

Inhibir la incorporacion de yodo a lo largo del desarrollo larval y ver su
efecto para completar el desarrollo y metamorfizarse.

Probar inhibidores de la incorporacion del yodo en larva competente y ver su
efecto en los porcentajes de metamorfosis, para determinar si el mecanismo
por el cual actia la sefial inductora esta relacionado con este tipo de

hormonas o elementos tipo-hormonas.
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CAPITULO IT

I,’ATR(')N DE EXPRESION DEL RECEPTOR NUCLEAR COUP-TF EN LOS
ULTIMOS ESTADIOS LARVALES DEL ERIZO DE MAR Lytechinus pictus.

1. INTRODUCCION

El factor de transcripcion-promotor de la ovalbimina de pollo o COUP-TF por sus
siglas en inglés (chicken ovalbumin upstream promoter- transcription factor), es un
receptor huérfano que pertenece a la superfamilia de receptores para hormonas
esteroides/tiroideas cuyos ligandos alin se desconocen, pero que una vez activados puede
promover o reprimir la expresion de los genes a los cuales se encuentran relacionados y
que posean la secuencia de reconocimiento que identifica a la superfamilia (Qiu et al.,
1994a).

Dicho receptor se ha caracterizado desde invertebrados como el homdlogo svp en
Drosophila (Mlodzik, 1990), spCOUP-TF en el erizo de mar (Chan et al., 1992), hasta el
mCOUP-TF en ratones (Qiu et al., 1994b) y cCOUP-TF de la gallina, éste tiltimo siendo
el primero que fue descrito (Tsai et al., 1997). La presencia del COUP-TF en la gran
variedad de especies mencionadas, sugiere un papel conservado de dicha proteina (Lu et
al., 1994).

Las principales funciones descritas para el COUP-TF en cada una de las especies
estudiadas, han sido durante la embriogénesis, presentando un patrén de expresion
generalizado en regiones del sistema nervioso central, asi como tejido mesenquimal en

varios organos (Tsai et al., 1997).
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También posee la capacidad de reprimir la actividad transcripcional de genes
activados por hormonas tiroideas, de acido retindico y vitamina D, los cuales son
conocidos agentes rporfogenéticos del desarrollo (Cooney et al., 1992).

En el erizo de mar, su homélogo spCOUP-TF fue localizado como un elemento
regulador en el gen Cylllb de las actinas, por lo que se sugiri6 una funcién
transrepresora que generaba especificidad celular al delimitar la expresion de dicho gen
solo al ectodermo aboral (Chan et al., 1992). Asimismo, el patron de expresion del
spCOUP-TF fue descrito desde el huevo hasta la larva pluteus de cuatro brazos,
encontrandose que se presenta como factor de transcripcién maternal, y una vez formada
la larva éste se presenta a lo largo de la banda ciliada de la misma, un elemento
fuertemente inervado con células neurégenas. Por lo anterior se sugirié una funcién del
COUP-TF en la determinacion de células neurdgenas asi como en el origen del sistema
nervioso completo de la larva. (Vlahou, 1996a).

El sistema nervioso de la larva pluteus de un erizo de mar consiste de un neuropilo
apical, un ganglio inferior cerca de la boca y la banda ciliada (Bisgrove et al., 1987), sin
embargo en los estadios finales del desarrollo larval, cuando el rudimento estd en
formacidn, existe nuevamente un requerimiento de genes que al expresarse daran lugar

al sistema nervioso pentameral propio del adulto (Arenas-Mena et al., 2000).
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Partiendo del ya descrito patrén de expresion del spCOUP-TF, desde el huevo hasta
la larva pluteus de cuatro brazos en el erizo de mar, y considerando que al formarse el
rudimento se origina un nuevo sistema nervioso, es importante determinar si existe una
variaciéon en dicho patrén de expresion de éste receptor conforme se acerca a la
competencia y si una vez metamorfizado cesa de expresarse. Lo anterior permitird
hipotetizar sobre la posible intervencién del COUP-TF en el desarrollo del sistema

nervioso del juvenil y durante la metamorfosis.




2. ANTECEDENTES

2.1 RECEPTORES NUCLEARES DE LA FAMILIA DE HORMONAS
ESTEROIDES/TIROIDEAS

Las hormonas derivadas de los esteroides y las hormonas tiroideas, coordinan
eventos complejos del desarrollo embrionario tales como la determinacién del sistema
reproductivo y nervioso, metabolismo del calcio y osteogénesis en vertebrados.
Asimismo, las hormonas tiroideas poseen un papel importante en la metamorfosis de los
cordados y sus analogos poseen un rol similar en insectos (Evans, 1988).

Su mecanismo de accion, al ser hormonas lipofilicas, es a través de receptores
nucleares encontrados en el citoplasma celular. Una vez unida la hormona al receptor, se
induce un cambio alostérico que permite la translocacion hacia el nticleo donde se une a
secuencias de reconocimiento en la cromatina y entonces modula la transcripcién
(Mangelsdorf et al., 1995b).

Los receptores para las hormonas esteroides y tiroideas se agrupan en una
superfamilia por sus similitudes en estructura y por la semejanza de las secuencias de
reconocimiento encontradas en el DNA. Pertenecen a ésta superfamilia los receptores
para 4cido retindico y los conocidos como receptores huérfanos, de los cuales se
desconoce su ligando (Laudet et al., 1992).

Todo receptor nuclear posee cinco dominios funcionales en su estructura como lo

muestra la figura 2.1.

39




40

N— — vmsmesmsmem  cmmes : 0

Figura. 2.1. Organizacion estructural del receptor de hormonas esteroides/tiroideas. Dominio amino terminal (A/B)
con funcidn de activador transcripcional. Dominio de unién al DNA (C) regién conservada que se une a los elementos
de respuesta en el DNA. (D) mediador de la translocacién al nicleo. Dominio de uni6én al ligando (E), forma el
complejo hormona/receptor, permite la formacion de dimeros y puede encontrarse unido a proteinas de estrés térmico.
La (N) indica la posicion amino-terminal, (C), indica la posicion carboxi-terminal(Tomado de Reichel et al., 1993)

El dominio “C” es el que se encuentra conservado a lo largo de las especies y que
permite agruparlos como miembros del grupo, es también conocido como dominio de
unién al DNA (DBD, por sus siglas en inglés “DNA Binding Domain”) puesto que
posee la secuencia que reconocera el elemento de respuesta hormonal situado en el
DNA.

Adyacente a éste dominio se encuentra el dominio “D”, el cual parece ser el
responsable de la translocacion del complejo hormona/receptor hacia el nucleo. La
region “E”, también llamada dominio de unién al ligando (LBD, por sus siglas en inglés
“Ligand Binding Domain”), posee, ademas de su funcién de unién al ligando, la
capacidad d e formar d imeros c on c oactivadores o si se requiere unirse a proteinas de

estrés térmico (Reichel et al., 1993).

2.2 RECEPTORES HUERFANOS

Denominados receptores huérfanos por carecer de ligandos conocidos, pertenecen a
la superfamilia de receptores de hormonas esteriodes/tiroideas por sus semejanzas
estructurales y por presentar elementos de respuesta hormonal conformados por

secuencias palindromicas (Mangelsdorf et al., 1995a).
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Por poseer un elemento de respuesta hormonal similar al de los receptores de
hormonas tiroideas, del 4cido retindico y de la vitamina D, se ha descubierto que se unen
a sus secuencias, por lo que se les atribuye un papel regulador en la expresion de los
genes asociados a éstos receptores. Asimismo poseen la capacidad de formar
heterodimeros con el receptor X del acido retindico, siendo éste, otro mecanismo
regulador (Mangelsdorf et al., 1995a).

De éste grupo, el factor de transcripcion-promotor de la ovalbumina del pollo

(COUP-TF) es uno de los mejor caracterizados (Tsai et al., 1997).

2.3 FISIOLOGIA DEL COUP-TF Y SUS HOMOLOGOS

Fue identificado por primera vez como un elemento regulador que se une a una
secuencia palindrome imperfecta en el promotor del gen de la ovalbiimina en la gallina.
Se realizaron posteriormente cribados de homologia en distintas especies y se encontrd
este receptor en cada una de ellas. En el raton, mCOUP-TFI y mCOUP-TFII (Qiu et al.,
1994b); svp, un homoélogo en Drosophila (Mlodzick et al., 1990), spCOUP-TF en el
erizo morado Strongylocentrotus purpuratus (Chan et al., 1992), asi como cCOUP-TF
en gallina, xCOUP-TF de Xenopus, hCOUP-TF del humano, svp[44] y svp[46] del pez
zebra entre otros (Tsai et al., 1997). Las secuencias de aminoacidos de la region de
unién con el DNA y dominio de unién del ligando, se encuentran conservadas en las

especies, incluso hasta en un 94 % con respecto al humano (Qiu et al., 1994a).
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Los patrones de expresion, también presentan similitudes en las especies. Existe
coincidencia de un papel importante del COUP-TF durante el desarrollo y de manera
especial en la formacion del sistema nervioso, aunque también es requerido en 6rganos
formados a partir del tejido mesenquimal (Lu et al., 1994). Existen dos mecanismos de
accion propuestos por los cuales interviene el COUP-TF en el desarrollo y son a través
de la regulacion de los genes asociados a hormonas tiroideas, acido refinéico o0 vitamina
D. Primero, es capaz de unirse a los elementos de respuesta de los receptores anteriores
y evitar que éstos activen el gen. Asimismo, pueden competir por el heterodimero
universal, el receptor X retinoide (RXR), que les confiere estabilidad en la unién al
DNA (Cooney et al., 1992).

En invertebrados, se encontr6 que el COUP-TF interviene en la formacién de
organos asociados al sistema nervioso. Por ejemplo en Drosophila, el homologo svp es
requerido para la formaciéon de los fotorreceptores y su deleciéon produce mutantes
anormales e incluso puede ser letal (Mlodzick et al., 1990).

Con bése en lo anterior y considerando la expresion del spCOUP-TF en el erizo S.
purpuratus, se propone la hipoétesis de un papel en la determinacién de células
neurdgenas que daran lugar subsecuentemente al sistema nervioso de la larva (Vlahou et

al., 1996).
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2.4 LOCALIZACION DEL COUP-TF Y SU PATRON DE EXPRESION
DURANTE EL DESARROLLO DEL ERIZO DE MAR

El homélogo del COUP-TF en'el erizo S. purpuratus fue identificado por Chan et al.
(1992), quienes encontraron que dentro del gen Cylllb de las actinas, existia un
elemento regulador que poseia una secuencia de reconocimiento propia de la
superfamilia de receptores esteroide/tiroideas y que era necesario para la transcripcion
de dicho gen. Después de realizar un cribado de homologia utilizando una sonda del
COUP-TF humano, se determiné que dicho sitio de unién pertenecia a su homélogo en
ésta especie (Chan et al., 1992). E1 spCOUP-TF posee una similitud de hasta 96 % en su
secuencia de aminodcidos en el sitio de unién al DNA con respecto al COUP-TF
humano, asi como un 92 % de semejanza en su sitio de unién al ligando, lo que
demuestra nuevamente lo conservado que se encuentra dicha proteina (Chan et al.,
1992).

El mismo Chan y su grupo de colaboradores (1992), realizaron “blot hybridizations”
de RﬁA para determinar los estadios embrionarios en los cuales se expresaba dicho
receptor. El spCOUP-TF se expresa en bajos niveles durante la oogénesis y la
embriogénesis, incrementando posiblemente en el estadio larval pluteus de cuatro
brazos.

Vlahou et al. (1996), realizaron un estudio espacio/temporal del patrén de expresion
del spCOUP-TF en Strongylocentrotus purpuratus y Lytechinus pictus, dos especies de
erizo de mar que poseen desarrollo indirecto. El patrén estuvo dado por la presencia de

RNA mensajero y la sefial que éste emitia.
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El spCOUP-TF es un factor de transcripcion maternal, que se presenta concentrado
en una region de la corteza del huevo sin fertilizar y la presencia del RNA mensajero
disminuye en direccion al polo opuesto de esta regién de alta concentracién. Esto
explica que durante la segmentacion existe una distribucién desigual del mensajero en
los blastomeros, como lo reportan Vlahou et al. (1996).

En el estadio de 16 celulas, el mensajero del spCOUP-TF se encuentra
principalmente en aquellas que son precursoras del ectodermo y posiblemente en el
endodermo. Durante la blastula, es exclusivo de células ectodermales del lado oral. Una
vez alcanzado el estadio pluteus, el spCOUP-TF se detecta sélo en las células
ectodermales de la banda ciliada, el éctodermo supra-anal y los brazos (Vlahou et al.,

1996).




3. METODOLOGIA
3.1 EXTRACCION DE DNA

Se cultivaron larvas del erizo Lytechinus pictus siguiendo la metodologia establecida
para ello en el capitulo uno. Cuando las larvas llegaron al estadio prisma, se recolectaron
en un tubo de microcentrifuga hasta obtener aproximadamente 50 mg en peso himedo y
se procedi6 con las extracciones de DNA.

El protocolo que se sigui6 fue el sugerido por los fabricantes del reactivo DNAzol
(Invitrogen, no. Cat.10503-027). La extraccién con DNAzol, se basa en el uso de un
detergente de guanidina que al hidrolizar el RNA permite una precipitacion selectiva con
etanol al 100 %, de DNA del lisado celular. Una vez extraido el DNA es lavado con
etanol. Después de dos lavados con etanol al 75 % se resuspendié el DNA en agua

nanopura.

3.2 ELABORACION DE LOS CEBADORES

Se disefiaron cebadores para el homélogo COUP-TF en la especie Lytechinus pictus,
a partir de la secuencia descrita en el genebank del spCOUP-TF para la especie
Strongylocentrotus purpuratus (codigo de acceso: L01104). Dicha secuencia presenta
dos exones, el primero codifica para el dominio de unién al DNA y su tamafio es de
1438 pares de bases, el segundo, codifica una porcion del dominio de unién al ligando
con 961 pares de bases. La parte restante de este receptor se encuentra en un tercer exon

no secuenciado por Chan et al. (1992).
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Se realizd una alineacion por medio del programa “Basic Local Alignment Search”
(BLAST) del mismo genebank (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/megablast/) para
obtener la region ma:ls conservada entre especies.

El ex6n 1 presentd similitudes por debajo de las 80 pares de bases por lo que se
descarté para la fabricacion de los cebadores. El segundo exén se tomé como la region
mas conservada ya que éste es el que presentd mayor similitud entre los 200 y 700 pares
de bases con respecto al resto de las especies. Los cebadores fueron creados para
delimitar la regién entre la base 250 y la base 650 del exén 2.

Se utiliz6 el programa “Fast PCR” (Ruslan Kalender, “Fast PCR”.

www.biocenter.helsinki.fi/bi/bare-1_html/oligos.htm, 2003) para la creacién de los

cebadores. Sélo fue necesario introducir la secuencia y delimitar la regién que se
deseaba amplificar, la longitud 6ptima de los cebadores (generalmente entre 20 y 30
bases) y el porcentaje minimo de guaninas o citosinas en el extremo 3’ para asegurar que
no se'despegara una vez unido al DNA (se procuré un minimo del 50 %). Con el mismo
programa se realizaron las pruebas de complementariedad entre cebadores y se
descartaron aquellos que formaban estructuras secundarias entre ellos o entre si mismos.
Los cebadores fueron sintetizados a través de Invitrogen (Accesolab) y
resuspendidos en amortiguador TE (ver soluciones) para lograr una concentraciéon de
trabajo de 50 pM y de 10 uM final, la cual fue utilizada para la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR). El producto esperado en la amplificacion fue de 455 pares de bases.
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3.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Para las reacciones de PCR, se utiliz6 el “Taq PCR Core Kit” de QIAGEN (250 u,

no. de catalogo. 201223) y un termociclador “i-Cycler (BIO-RAD).

El programa utilizado consistié en las siguientes temperaturas y tiempos:

Desnaturalizacion inicial 94°C 4 minutos
Desnaturalizacion en ciclo 94°C 1 minuto .
Alineacion 52°¢C 45 segundos 30 ciclos
Extension 725¢C 45 segundos
Extension final 72°¢C 7 minutos

4°C infinito (opcional)

Como reaccion estandar de PCR se utilizaron las concentraciones indicadas en la tabla I

TABLA 1. Concentraciones finales de cada reactivo en la reaccion de PCR utilizado. El volumen se ajust6

segun las necesidades.

Reactivo Concentracion final en el tubo
Amortiguador de PCR (10 X) 1X
Cebador FWD 10 yM
Cebador REV 10 yM
dNTP’s 2 mM (cada uno)
DNA Aprox. 15- 50 ng

Para encontrar las mejores condiciones de PCR se realiz6 un gradiente para

determinar la temperatura de alineamiento de los cebadores con base en su TM. La
primera fue de 55 °C y la segunda de 52 °C. Se coloc6 un control negativo sin templete a

55 °C y una reaccion por especie en cada una de las condiciones anteriores.




48

3.4 SECUENCIACION DEL PRODUCTO AMPLIFICADO

El producto obtenido del PCR fue purificado con el paquete Concert (GIBCO BRL,
no. catélogo. 11458:023). El paquete consiste en columnas con una base de silica que
retiene el DNA de doble hebra y deja pasar aquellos residuos que no son de interés como
los cebadores y reactivos propios de la reaccion de PCR. Esto permite evitar que exista
contaminacion que interfiera en los resultados de la secuenciacion.

Fueron necesarios 1 pg del producto purificado de DNA y 6.4 pM de cada uno de los
cebadores (por separado), llevados a 12 pl con agua nanopura para cada reaccion de
secuenciacion. Esta preparacion se mando al Microchemical Core Facility en San Diego

State  University —(www.sci.edu/dnacore/sdsu_dnacore.htm) para obtener los

cromatogramas.
Una vez obtenidos los cromatogramas, fueron procesados en el programa

ChromasPro  (www.technelysium.com.au/ChromasPro.html) para determinar la

secuencia.

Nuevamente se realizo6 un BLAST dentro del genebank para verificar que el
producto fuera en realidad un fragmento del receptor nuclear COUP-TF.

La secuencia obtenida fue alineada con el programa Mega® para determinar los sitios
variables que presenta con respecto al exon 2 del spCOUP-TF de Strongylocentrotus

purpuratus del genebank, region de la cual se disefiaron los cebadores.
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3.5 PREPARACION DE LA SONDA DE DNA

La sonda utilizada se marcé con un hapteno de digoxigenina y para ello se utiliz6 el
“PCR DIG Probe Sinthesis Kit” (Roche, no. de catalogo. 1636 090). El protocolo,
esquematizado en la figura 2.2, consistié en una reacciéon de PCR, pero a la cual se le
agregd un nucledsido de uracilo trifosfato marcado con digoxigenina en la mezcla de los
deoxinucledsidos trifosfatados. Las temperaturas que se utilizaron fuerén las mismas que
se presentan en la seccion 3.3 (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). El producto fue
verificado mediante una electroforesis en gel de Agarosa al 1 %, y corroborado al
presentar un peso molecular ligeramente mayor al productb esperado del PCR para
amplificar el gen deseado. La cuantiﬁéacién de la concentracion del fragmento marcado

fue realizada mediante una escalera de concentraciones conocidas.




Extraccion de DNA

a pattirde larvas

de Lytechinuspictus
Diseho de primers

_— Fwd
) 5- /CATCTCGC TAC TGC TIC GAG C 3’
5'- ATTACG AGC ATC TAA GAC GAC GA -3’

%’ Rev

—>

<

Establecimiento de
condicionesdel PCR

Produccion de sonda marcada

MIGT!TCC AAAGCCAATATC GTIATIAATGATIAAGTTTATTIACATC ATC CATIT AATTITICGT
MAC AAAG G:MCG GﬂAiAGC AA!AAEiACzAAiC AAAiAAAiG EAG /III'AGGiAAAﬂAAM/’G CA

GGGTITIAATATTITIGAC GTTTIC ATG TTIATTTTIGTC ATC C TAGC TGTIC AGAG GGTC GTATGCCA
C CCAAAAUUAIA AAAACUG CAAAGAIJPCAAAEAAAAACAG AGGAUC GACAAGUCUCCCAGCAUACG
.H.Ai & & : ! & & & Ah%
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Figura 2.2. Esquema de los pasos a seguir para llevar a cabo la preparacion de la sonda marcada con digoxigenina. Se
inicié con la extraccién del DNA, se prosiguié con el disefio de cebadores o “primers”, y se establecieron las
condiciones Optimas para llevar a cabo la amplificacién del gen por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR), hasta finalmente producir una sonda marcada con digoxigenina en sus uracilos trifosfatados (UTP).

3.6 PRETRATAMIENTO Y FIJACION DE LA LARVA DE ERIZO DE MAR

El cultivo de larvas del erizo Lyfechinus pictus fue monitoreado y una vez

alcanzados los estadios larvales de seis y ocho brazos, se tomaron muestras, se les retir6

el agua de mar y fueron fijadas en gluteraldehido al 2 % en agua de mar.
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Posteriormente se deshidrataron en una serie de alcoholes hasta etanol al 70 % y
almacenadas a -20 °C hasta su uso. La deshidratacion consistié en colocar la larva por 10
minutos en cada una de las siguier;tes soluciones: 1) agua destilada, 2) 30 % etanol/70 %
agua destilada, 3) 50 % etanol/50 % agua destilada, 4)70 % etanol/30 % agua destilada.

Al momento de realizar las hibridaciones, fue necesaria una rehidratacion de la larva
con metanol en un amortiguador de fosfatos (PBS, ver anexo de soluciones). Las larvas
se rehidrataron con una solucion 70 % MeOH/30 % PBS y posteriormente una solucién
de 30 % MeOH/70 % PBS.

Se realizé un control con larva de erizo morado de seis brazos para corroborar la
region de expresion del receptor spCOUP-TF reportado por Vlahou et al. (1996) y asi
confirmar que la sonda era especifica para dicho receptor. A la larva de S. purpuratus se
le dio un tratamiento distinto, fue recolectada y se le retir el agua de mar, se enjuagd en
cloruro de magnesio (ver anexo de soluciones) y fue fijada en paraformaldehido al 4 %

en PBS, para seguir con el protocolo de hibridacion.

3.7 HIBRIDACIONES IN-SITU “WHOLE MOUNT”

Se realizaron un total de cuatro hibridaciones in-situ “whole-mount” con base en los
protocolos de Lepage et al. (1992) y Vlahou et al. (1996). Dos hibridaciones se llevaron
a cabo en larva de seis brazos de Lyfechinus pictus, en una de las cuales la larva fue
incubada con proteinasa K. Para el estadio de ocho brazos de la especie L. pictus se
realizé una hibridacion sin la incubacion con proteinasa K. El control con larva de la

especie Strongylocentrotus purpuratus fue de seis brazos sin la enzima.
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Asimismo, solo la hibridacion de L. pictus de seis brazos incubada con proteinasa K
y larva de ocho brazos fueron realizadas con sonda producida a partir del DNA de ésta
misma especie. Las hibridaciones de larva de seis brazos de L. pictus sin proteinasa K y
la de seis brazos en S. purpuratus se realizaron con sonda producida a partir del DNA de
S. purpuratus.

En cada experimento que se condujo, existid un control negativo que consistié en
larva del mismo estadio que fue manipulada de igual manera pero durante el proceso de
hibridacién no se le adiciond sonda.

Las modificaciones a los protocolos de Lepage et al. (1992) y Vlahou et al. (1996)
fueron las siguientes: se omiti6 la incﬁbacién con proteinasa K después de observar que
ésta provocaba que la larva no resistiera el proceso de hibridacién y porque la
permeabilizacion de la sonda era buena sin ella. La refijacion con paraformaldehido al
4 % se llevé a cabo en hielo o a 4 °C, seguido de una serie de lavados con PBST (ver
anexo).

Después de los lavados se removio el PBST y se colocé la solucion de hibridacién
(ver anexo) para prehibridizar por una hora a 50 °C en un horno de hibridacion
rotacional. La sonda (cuya concentracion aproximada fue de 150 ng, en 10 pl de
solucion de hibridacion) se calenté a 100 °C por 5 min. Este paso se realizé durante los
ultimos 5 minutos de la hora de prehibridacion para asegurar que el DNA permaneciera

como cadena sencilla.
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Inmediatamente al término de los 5 minutos, la sonda fue puesta en un bafio de hielo
y alcohol para posteriormente adicionarla al tubo que permaneceria a 50 °C y girando en
el horno de hibridagién rotacional toda la noche (16 horas aproximadamente).

Los lavados para remover sonda inespecifica se realizaron una vez con PBS,
seguida por tres lavados de PBS a 50 °C por 20 min cada uno. A continuacién se
realizaron tres lavados a 60 °C por 20 minutos cada uno con 0.1 X de una solucién salina
estandar (SSC, ver anexo) y 0.1 % Tween-20 (ver anexo), finalizando con uno a
temperatura ambiente previo al bloqueo.

El bloqueo se realizé con suero de chivo (Sigma, no. catdlogo. G9023) al 4 % en
PBST por 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se incubé con una
proporcién 1:750 de anti-DIG (Roche, no. catdlogo. 1093274) en suero de chivo al 2 %
en PBST por dos horas a 4°C. Terminadas las incubaciones las larvas se lavaron
extensivamente en TBST (ver anexo), 8 veces por 15 minutos cada una.

Posteriormente se les adiciond la solucion de tincion (ver anexo de soluciones) y los
substratos cromogénicos NBT/BCIP (Boehringer Mannheim, no. catadlogo. 1093657).

Para 1 ml de solucion de tincion se agregaron 4.5 pl de NBT y 3.5 pl del BCIP. Se
colocd en un lugar oscuro para evitar la oxidacién de los cromoégenos y se dejé entre 2 y
4 horas a temperatura ambiente hasta que se pudiera observar la tincion en las larvas.

Las larvas se fijaron en una solucién de glicerol al 50 % en TBST y se montaron
sobre un portaobjeto para ser observadas con la ayuda de un microscopio Axioscope
(Zeiss). Para las fotografias se utilizd una camara digital Cybershot de Sony con el

objetivo de 10 X.
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Las hibridaciones se llevaron a cabo en cajas con 12 pozos (BD Falcon, no. catilogo
U-13008-D8) a excepcion de la prehibridacion e hibridacidn, 1as cuales se 1levaron a

cabo en tubos de microcentrifuga.
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de distintos estadios. Seiie de lavadosen PBS
En gluteraldehido

Rehibirdacion - Adicionarla sonda marcada
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Figura 2.3. Esquema de hibridacion in-situ “whole mount”. Inicia desde la fijacién de larva en gluteraldehido,
deshidratacion y rehidratacién en una serie de alcoholes, lavados, prehibridacion e hibridacion, asi como los lavados
para eliminar la sonda no hibridizada. Se continu6 con su incubacién con el anticuerpo producido contra digoxigenina
y su revel6 con los substratos cromogénicos NBT/BCIP, los cuales mostraron un color morado/azul en 1as zonas
donde se encontré expresindose el gen buscado.




4. RESULTADOS
4.1 EXTRACCION DE DNA

Se obtuvo DNA a partir de larvas en estadio prisma de las dos especies de erizo,
Strongylocentrotus purpuratus y Lytechinus pictus. En ambos casos a partir de 50 mg de
peso himedo de larva, se obtuvieron concentraciones por encima de 200 ng/pl.

Fue necesario realizar diluciones en cada especie para obtener una concentracion

final de 15-30 ng/pl.

12, 000 pb

1,500 pb
1,000 pb

Figura 2.4, Electroforesis que muestra el DNA obtenido de larva prisma de Strongylocentrotus purpuratus
como de Lyfechinus pictus, asi como las diluciones utilizadas en el PCR. En el carril 1 se muestra la
escalera de 100 pares de bases. Carril 2 y 3 son las diluciones 1:50 y 1:30 de S. purpuratus y L. pictus
respectivamente. 4 y 5 muestran los originales de S. purpuratus 'y L. pictus. Caracteristicas del gel: agarosa
al 1.2 %, 80 volts por 1.5 h, revelado con Bromuro de Etidio.
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4.2 CEBADORES
Las secuencias y caracteristicas de los cebadores disefiados se presentan a
continuacion;
Cebador “Forward” (sentido)
5" ACATCT CGC TACTGCTTCGAGC ¥

Temperatura de fusion (TM) 55.8°C

Cebador “Reverse” (antisentido)
5" ATT ACG AGC ATC TAAGACGACGA ¥

Temperatura de fusion (TM) 54.5°C

4.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

El producto esperado fue de aproximadamente 455 pares de bases y en el caso de
Strongylocentrotus purpuratus se presenté una banda tenue a 55 °C lo que indico
especificidad. Por su parte Lytechinus pictus mostré una banda tenue a 52 °C, por lo que
se tomd ésta temperatura para realizar las amplificaciones para asegurar una mayor

astringencia (fig. 2.5)
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Figura 2.5. Electroforesis que muestra los productos obtenidos en la amplificacién por medio de PCR. El
carril 1 muestra la escalera de 100 pares de bases. Los carriles 2 y 3 muestran los productos de PCR para
Strongylocentrotus purpuratus a 55 °C y 52 °C respectivamente, nétese la banda tenue en el carril 2
(flecha). Los carriles 4 y 5 pertenecen a los productos en Lyfechinus pictus en 55 °‘C y 52 °C
respectivamente (el carril 4 carece de banda). El carril 6 muestra el control negativo. Caracteristicas del

gel: agarosa al 1.2 %, 80 volts por 1.5 h, revelado con Bromuro de Etidio.

4.4 SECUENCIACION

La secuencia obtenida consté de 433 bases nucleotidicas una vez eliminados los
cebadores. El alineamiento en el programa BLAST del genebank mostré al spCOUP-TF
de la especie Strongylocentrotus purpuratus como la secuencia que posee una mayor
semejanza con la secuencia encontrada. Presentaron semejanzas menores a la secuencia
amplificada, receptores huérfanos incluyendo COUP-TF en otras especies, generalmente
de vertebrados, sin embargo sélo presentan una semejanza de entre 80 y 200 bases (fig.

2.6).
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Distribution of 92 Blast Hits on the COUPTF Sequence
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Figura 2.6. Alineacion realizada en el BLAST del genebank. La linea roja (flecha) consiste en la secuencia
del spCOUP-TF en Strongylocentrotus purpuratus que se asemeja en mas de 200 bases a la secuencia
reportada en este trabajo. El resto de las lineas representan secuencias que poseen una semejanza de entre
80y 200 bases.

La figura 2.7 muestra la secuencia del exén 2 a partir de la base 239, se considera
ésta posicion como la inicial en el analisis de la secuencia. En L. pictus se presentaron
s6lo siete cambios a lo largo de la secuencia, el resto permanece igual a la secuencia en
S. purpuratus.

El fragmento secuenciado del COUP-TF en el género Lyftechinus pictus se encuentra
muy conservado con respecto al exén 2 de spCOUP-TF en Strongylocentrotus

purpuratus, como lo muestra el alineamiento en el programa Mega® (fig. 2.7).
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La primera observacion es en la posicion 8 donde existe un cambio puntual de un
nucleétido, una timina en lugar de una adenina. El mismo caso ocurre en la posicién 9,
siendo el cambio una adenina por una timina. Las posiciones de éstas bases se
encuentran invertidas con respecto a la secuencia de S. purpuratus. Dos mutaciones
puntuales, una insercion y una delecidon, ocurren en las posiciones 29 y 40
respectivamente.

La posicion 278 presenta una base purinica (adenina o guanina), la cual sélo se
seflala como tal, puesto que los picos del cromatograma de la secuencia presentaban
igual magnitud en ambas bases. Lo anterior hace dificil determinar la base nucleotidica
de ésta posicion (fig. 2.8 A).

De igual manera, en la posicion 417 se sefiala la presencia de una base nucleotidica
que pudiera ser una adenina o una timina. Al igual que en el caso anterior, los picos del

cromatograma presentaban igual magnitud y no fue posible determinar con exactitud la

base nucleotidica correspondiente (fig. 2.8 B).
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5'
1 89 2
E2 TGAGCCCATC CCGACGTCGC GTTACG c? GTGCATGCAN GACCAACTCA GTAATGGGCA TCGACAACAT CTGCGAGCTC
CA

S TGAGCCCTAC CCGACGTCGC GTTACGC GTGCATGCA- GACCAACTCA GTAATGGGCA TCGACAACAT CTGCGAGCTC

E2 GCAGCCCGGC TCCTCTTCAG CGCCGTCGAG TGGGCTAGGA ACATCCCTTT CTTCCCCGAC CTCCAAGTCA CTGACCAGGT
S GCAGCCCGGC TCCTCTTCAG CGCCGTCGAG TGGGCTAGGA ACATCCCTTT CTTCCCCGAC CTCCAAGTCA CTGACCAGGT

E2 GGCCTTGCTC AGGATGTGCT GGAGCGAGCT CTTCGTCCTC AACGCGTCGC AGTGTTCGAT GCCCCTCCAC GTOGCCCCGC
S GGCCTTGCTC AGGATGTGCT GGAGCGAGCT CTTCGTCCTC AACGCGTCGC AGTGTTCGAT GCCCCTCCAC GTCGCCCCGC

2
7

8
E2 TCCTCGCTGC GTCGGGACTC CACGCCAGCC CGATGTCGGC CGACCGCGTG GTCGCTTTCA TGGACCATAT CCGTATTTTC
S TCCTCGCTGC GTCGGGACTC CACGCCAGCC CGATGTCRGC CGACCGCGTG GTCGCTTTCA TGGACCATAT CCGTATTTTC

E2 CAGGAACAAG TTGAAAAACT GAAAGCGTTA CACGTGGACT CGGCAGAGTA TAGCTGTATC AAGGCAATTG TACTCTTCAC
S CAGGAACAAG TTGAAAAACT GAAAGCGTTA CACGTGGACT CGGCAGAGTA TAGCTGTATC AAGGCAATTG TACTCTTCAC
4 44
7 31
E2 GTCAGGTGAG TTTTAAC ACA GAGTGGCTCATCA
S GTCAGGTGAGTTTTAAWACA GAGTGGCTCTACA

3’

E2: Ex6n 2 del spCOUP-TF en Strongylocentrotus purpuratus
S: Secuencia obtenida en Lytechinus pictus

A: Adenina G: Guanina
T: Timina R: Adenina o Guanina
C: Citosina W: Adenina o Timina

Figura 2.7. Alineamiento realizado en el programa Mega® y regiones que presentaron modificaciones con respecto a la secuencia consenso. E2,
consiste en la secuencia consenso del spCOUP-TF en Strongylocentrotus purpuratus a partir de la base 239. S, representa la secuencia del presente
trabajo, obtenida a partir de DNA de Lytechinus pictus.
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Por ultimo ocurren cambios puntuales en las posiciones 430 y 431 donde una
adenina es sustituida por una timina y viceversa, presentando la misma posicion

invertida que en las posiciones 8 y 9.

R Posicion W Posicion
* 278 + 417
C G C AAIACA

A o B

Figura 2.8. Cromatogramas de las posiciones 278 (A) y 417 (B) donde surgieron problemas para
identificar la base nucleotidica por la semejanza en los picos del cromatograma. Debido a lo anterior se
sefiala de acuerdo a la nomenclatura de secuencias como R (Adenina o Guanina) y W (Adenina o Timina).
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4.5 PRODUCCION DE SONDA MARCADA

Se obtuvieron dos tipos de sonda, una con DNA de Lyfechinus pictus y la segunda
con DNA de Strongylocentrotus purpuratus. Esta Gltima fue necesario producirla por
carecer en un momento de larva de L. pictus para realizar las extracciones. Sin embargo,
el rendimiento fue mejor en S. purpuratus. En promedio se produjeron aproximadamente

500 ng de sonda por microlitro de reaccion.

1 2 3 4 5 6

Figura 2.9. Electroforesis que muestra la sonda marcada a partir de DNA de Lyfechinus pictus
(S.purputatus no se muestra). En el carril 6 se presenta la escalera de 100 pares de bases. En el carril 5 se
muestra un control de producto amplificado en las mismas condiciones sin el dig-UTP para verificar el
tamafio de 455 pares de bases aproximadamente. El carril 3 muestra el producto amplificado con el dig-
UTP incorporado (flecha), nétese el mayor tamafio con respecto al producto presente en el segundo carril.
Los carriles 1 y 2 son controles propuestos por el mismo kit con el cual se realizé el marcaje de sonda, un
control sin marcar (1) y una reaccion preestablecida donde se incluye el templete y cebadores (2). El carril
4 carece de muestra. Caracteristicas del gel: agarosa al 1.2 %, 80 volts por 1.5 h, revelado con Bromuro de
Etidio.
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4.6 HIBRIDACIONES IN-SITU “WHOLE-MOUNT”

La larva de Lytechinus pictus presenté como caracteristica en su desarrollo, brazos
no definidos y que tomaban una forma ondulada, haciendo dificil la asignacion de los
estadios por el nimero de brazos por lo que su grado de desarrollo se cuantificé con base
en el desarrollo del rudimento juvenil. En Strongylocentrotus purpuratus, la larva
presentd brazos elongados que permitieron la asignacion del estadio por el numero de

los mismos (fig. 2.10)

Figura 2.10. Comparacion entre la morfologia de una larva de Lytechinus pictus (A) y de Strongylocentrotus
purpuratus (B). Nétese en L. pictus los brazos indefinidos en comparacion con la larva de S. purpuratus que se
encuentra casi competente y con los brazos diferenciados. Foto de L. pictus, Gerardo Amador. Larva de S. purpuratus
tomada de http://www.archivescanada.ca/english/virtual/search.asp?.action=all. Estructuras observadas: estémago
(St), eséfago (Es), rudimento (R) y brazos larvales (BI).

La larva de Lyftechinus pictus que fue fijada en gluteraldehido y luego deshidratada
en etanol, conservo sus estructuras y su forma (fig. 2.11), sin embargo, al rehidratar en

metanol/PBS se volvia amorfa, y fue dificil apreciar las estructuras.
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El estémago fue una de las estructuras que se pudo distinguir con claridad en todas
las larvas rehidratadas, por lo que se tomé como referencia para determinar las regiones

de la larva.

Figura 2.11. Comparacién de la morfologia de una larva de Lytechinus pictus del mismo estadio deshidratada en una
serie de alcoholes y almacenada a -20 “C (A) y después de haber sido rehidratada en metanol/PBST (B). Abreviacion
para las estructuras observadas: Esofago (Es), estomago (St), ano (An), brazos larvales (Bl), rudimento (R), pies
ambulacrales (Pa). El eje observado en la figura B, muestra la region oral (O), aboral (Ab), izquierda (I), derecha (D).
Las fotos fueron tomadas a 10 X.

La hibridacién realizada con larva de seis brazos de Lyfechinus pictus y que fue
incubada con proteinasa K, resultd fragil para manipular y al finalizar el proceso de
hibridacion se desintegraba, perdiendo parte de la banda ciliada y probablemente otras
estructuras. El patrén de expresion en estas larvas se encontraba localizado en la region
del estomago y posiblemente en células del ectodermo aboral (fig. 2.12 B) asimismo, el
estomago presentd una regiéon en donde se esta expresando el receptor COUP-TF

(fig. 2.12 C),
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Figura 2.12. Localizacién del COUP-TF en larva de 15 dias (6 brazos) de Lytechinus pictus incubada con proteinasa K
y sonda de L. pictus. (A) larva de la misma edad fijada en formaldehido para mostrar las estructuras presentes en este
estadio. (B) Expresion del COUP-TF localizado alrededor del estémago de la larva y (C) en una regién aparentemente
del estémago. (D) larva pasada por el proceso de hibridacién sin sonda en la cual no se presenta sefial. Abreviaciones:
(Es) es6fago, (St) estémago, (An) ano, (Ep) epauletes, (R) rudimento, (Ab) aboral, (O) oral, (Bo) brazos orales. Las
fotos fueron tomadas a 10 X.

La larva de seis brazos de L. pictus que no fue incubada con proteinasa K, fue una
larva que resistid6 la manipulacion y el proceso de hibridacion. Sin embargo la
morfologia caracteristica de la especie y fotografias de mediana calidad, nos impidié
determinar con exactitud cuales estructuras eran las que presentaron la expresion del

COUP-TF.
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En la hibridaciéon de larva de seis brazos de L. pictus que no fue tratada con
proteinasa K, se observaron dos patrones distintos en la expresion del receptor COUP-
TF. Algunas larvas Presentaron una sefial intensa a lo largo de la banda ciliada y brazos
orales (fig. 2.13 B), pero la mayoria de las larvas de éste estadio mostr6é una sefial
localizada en la region de las estructuras del estomago, eséfago y boca (fig. 2.13 C, D,
E). Es posible que se trate del ectodermo aboral que rodea a éstos érganos, sin embargo,
no se descarta la posibilidad de que la sefial de expresion pueda encontrarse delimitada a
un Organo en particular, en éste caso, el estomago, que es la estructura donde
aparentemente se localizé dicha sefal.

En el control negativo de este experimento se observaron larvas que presentaban una
sefial en regiones de la banda ciliada y brazos orales, sin embargo, no era un patrén
definido y posiblemente se trate de precipitacién del colorante (fig. 2.14).

Para la larva de 19 dias u ocho brazos de Lyfechinus pictus, se observod un patrén
similar a la larva de seis brazos. En el estomago, se observé que en una region opuesta al
rudimento se expresaba el receptor COUP-TF (fig. 2.15 C, D). Asimismo, en lo que
parece ser el esofago, existe también una sefial de la expresion del COUP-TF en éste
6rgano (fig. 2.15 B, C y D). No se observé una sefial en la larva a la cual no se le
adiciond la sonda (no se presenta foto).

El patrén de expresion que presentd la larva de seis brazos de Strongylocentrotus
purpuratus fue similar al observado por Vlahou et al. (1996) en larvas pluteus. La banda
ciliada y brazos orales son las regiones en las cuales se expresa el receptor spCOUP-TF

en ésta especie (fig. 2.16).
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Figura 2.13. Patrén de expresion del COUP-TF en larva de 15 dias (6 brazos) de Lytechinus pictus utilizando sonda
de S. purpuratus. El estomago se presenta en rojo, la boca en amarillo. (B) muestra una sefial a lo largo de la banda
ciliada y brazos orales, sin encontrarse aparentemente una seifial en la regién del estémago. (C), presenta una larva
vista desde el extremo oral y se observa una seifial que aparentemente se localiza en el estémago que se encuentra por
debajo de la boca, circundéndola (rojo). (D), expresion localizada en la region del estémago. (E), larva anterior a 20 X
donde se confirma la expresion sélo en la region del estémago. (F), larva que fue sometida al proceso de hibridacién
sin sonda. La regién del estomago se encuentra delimitada en rojo y no se observa sefial, tampoco en los brazos orales.
Abreviaciones: (St) estomago, (R) rudimento, (An) ano, (Bo) brazos orales, (O) oral, (Ab) aboral. Fotos tomadas a
10 X.
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Figura 2.14. Larvas de seis brazos sin proteinasa K de Lyftechinus pictus que conforman parte del control negativo que
presentaron una aparente sefial en la region de la banda ciliada y brazos orales (flechas). Asf también cristales del
colorante (B), (flecha blanca). La region del estémago se encuentra delimitada en rojo. Abreviaciones: (St) estdmago.
Fotos tomadas a 10 X.

Figura 2.15. Larva de 19 dias (ocho brazos) de Lytechinus pictus con sonda de la misma especie. El rudimento ya se
encuentra formado (amarillo), asi como los epauletes y pedicelaria (A). La expresion del COUP-TF se encuentra
localizado en una region superior al estdmago posiblemente se trate del eséfago (B), (flecha). Existe una sefial en la
region del estémago opuesta al rudimento (C y D) (flechas). El es6fago presenta una seial fuerte en este estadio (C y
D). Abreviaciones: (St) estémago, (R) rudimento, (Es) es6fago, (Ep) epauletes, (O) oral, (Ab) aboral. Fotos tomadas a
10 X (A yB) ya20 X (CyD). No se presenta foto del control negativo sin sonda.
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Figura 2.16. Localizacion del spCOUP-TF en larva de seis brazos de Strongylocentrotus purpuratus con sonda de la
misma especie. El receptor spCOUP-TF se expresa en los brazos orales y banda ciliada (B, C). Sin sonda (D) no
presenta sefial de expresion. Abreviaciones: (St) estémago, (V) vestibulo, (Bl) brazos larvales, (Bc) banda ciliada,
(Bo) brazos orales, (O) oral, (Ab) aboral. Figura (A) Tomada de Chino et al. (1994).



5, DISCUSION

5.1 EXTRACCION DE DNA Y AMPLIFICACION DEL FRAGMENTO DE
COUP-TF EN Lytechinus pictus

El DNA obtenido de la extraccion por medio del detergente de guanidina fue de
buena calidad para la realizacion del PCR. Para las dos especies (Strongylocentrotus
purpuratus 'y Lytechinus pictus) fue posible obtener el fragmento del COUP-TF por
medio de PCR. El rendimiento durante las reacciones siempre fue mayor en S
purpuratus, esto se debi6 a la especificidad de los cebadores que fueron disefiados a

partir del gen reportado para ésta misma especie.

5.2 SECUENCIACION

La secuencia obtenida en éste trabajo, es una primera aproximacion a la
secuenciacion del homologo del receptor huérfano COUP-TF en Lytechinus pictus.

El fragmento obtenido del COUP-TF en la especie Lyfechinus pictus se encuentra
conservado con respecto al exon 2 del spCOUP-TF en Strongylocentrotus purpuratus
reportado por Chan et al (1992), por lo que suponemos se trata de una regidn que se
encuentra dentro del dominio de union al ligando en L. pictus. El dominio de union al
ligando esta conservado a lo largo de la escala filogenética puesto que determina la
clasificacion del receptor dentro de la superfamilia de receptores de hormonas
esteroides/tiroideas y dentro del grupo de receptores huérfanos (Mangelsdorf et al.,

1995b).
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Al presentarse solo siete cambios a lo largo de la secuencia obtenida del COUP-TF,
nos muestra diferencias minimas entre géneros ya que el 98 % de la secuencia
permanece igual enllas dos especies. Sin embargo, al s6lo secuenciar un fragmento del
dominio de unién del ligando del receptor en L. pictus, es imposible determinar si en la
totalidad del gen se presenten mas alteraciones, o si la region de unién al DNA posea
diferencias especificas de especie con respecto a Strongylocentrotus purpuratus, aun
cuando no se han reportado en otros organismos. Una vez obtenida la totalidad de la
secuencia del receptor serd posible determinar las diferencias especificas de especie
existentes en el receptor COUP-TF de estos dos géneros de erizo de mar.

Dentro de las mutaciones encontradas existieron dos posiciones en las cuales fue
imposible determinar con exactitud la base correspondiente por la similitud en los picos
del cromatograma, éste fendémeno se podria explicar como un sitio polimoérfico de un
nucleétido (SNP), que son variaciones comunes entre individuos. Al haber obtenido el
DNA 'de un conjunto de larvas, ésta suposicion se ve validada.

La cantidad de modificaciones encontradas en el fragmento obtenido nos sugieren un
minimo de diferencias en el dominio de unién al ligando entre los dos géneros de erizo
de mar, es probable que la mayoria de las diferencias, en caso de existir, se localicen en

el dominio de union al DNA.
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5.3 EXPRESION DEL RECEPTOR COUP-TF

No existe un reporte previo del patrén de expresion del receptor COUP-TF en larvas
de estadios posteriores a pluteus de cuatro brazos para ninguna especie de erizo de mar.
Vlahou et al. (1996) reportaron la expresion espacio-temporal durante la embriologia de
las especies de Strongylocentrotus purpuratus y Lytechinus pictus s6lo hasta larva
‘pluteus de cuatro brazos. |

En el presente trabajo los patrones de expresion del receptor COUP-TF observados
en las larvas de seis y ocho brazos de Lyfechinus pictus, difieren de aquella reportada
para larva pluteus de cuatro brazos. Es de esperar que existan diferencias puesto que en
el estadio de seis brazos inicia la formabién del rudimento juvenil.

En la larva de seis brazos de L. pictus se observaron dos patrones de expresion: i) en
la banda ciliada y brazos orales, y ii) en la regién del ectodermo aboral que rodea a los
organos como el estbmago, eséfago y ano. Estas diferencias pueden deberse a que en un
mismo cultivo algunas larvas se desarrollaron asincronicamente y al momento de
realizar la fijacion se tomaron larvas que se encontraban retrasadas en su desarrollo con
respecto a las demas.

Como la mayoria de las larvas no presentaron una sefial en la banda ciliada se
sugiere que aquellas que lo presentaron se encontraban menos desarrolladas que el resto
y probablemente se encontraban en el estadio temprano de seis brazos en el cual el

rudimento no ha empezado a formarse.
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La sefial en la banda ciliada desapareci6 una vez que aparece la sefial en la region del
ectodermo aboral, esto sugiere que a partir del momento en que el rudimento juvenil
empieza a conforma}rse, el COUP-TF es requerido en ésta regién y probablemente sea en
el somatocele que rodea a los 6rganos del estdbmago, es6fago e intestino.

No existieron diferencias en el patrén de expresion en larva de L. pictus cuando fue
utilizada sonda producida a partir de S. purpuratus, lo que indica homologia entre las
especies, la cual se confirma por la similitud de la secuencia presentada en éste trabajo.

Cuando a la larva no se le adicion6 sonda, no se observé sefial en las regiones del
ectodermo aboral, lo que confirma que en realidad se trata de la expresion del receptor y
no precipitacién del colorante. Sin embargo, en algunos controles, larvas sin sonda
presentaron una ligera coloracién en algunas regiones de la banda ciliada y brazos
orales, sin embargo, se present6 en zonas aisladas y no sigue un patrén, por lo que no se
descart6é que la sefial observada en la banda ciliada y brazos orales fuera expresién del
COUP-TF.

En la larva de ocho brazos de Lytechinus pictus, se observé que la sefial ahora se
localiza en los 6rganos del estdmago y posiblemente el es6fago, a diferencia de la larva
de seis brazos en la que se observé una sefial en toda la regién que corresponde a los
6rganos del estdbmago y eséfago.

Las hibridaciones en larva de seis brazos de Strongylocentrotus purpuratus se
realizaron para confirmar el patréon de expresién antes observado en ésta especie por
Vlahou et al. (1996). La larva se encontraba en un estadio temprano de seis brazos, por

lo que se cree aun no presentaba una invaginacion del vestibulo.
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El patr6on de expresion en S. purpuratus, dado a lo largo de la banda ciliada y brazos
orales, confirman que nuestro fragmento de 455 pares de bases consiste en una porcion
del COUP-TF y que los resultados obtenidos representan la expresion de dicho receptor
nuclear.

En el erizo de mar S. purpuratus, la expresion del spCOUP-TF se confinaba al
ectodermo oral y a la banda ciliada, esto para la larva pluteus de cuatro brazos (Vlahou
et al., 1996). Nuestros resultados indican que en la larva de seis brazos de L. pictus se
conserva en parte este patron, sin embargo, en la larva de ocho brazos este patrén no se
aplica.

Existe una variante al menos del COUP—TF denominada COUP-TF II. En ratones y
pollos se ha observado que este receptor huérfano COUP-TF II generalmente se expresa
en el estdbmago y otros 6rganos derivados del endodermo como el esoéfago (Qiu et al.,
1994b; Pereira et al.,, 1995). Por otra parte Lu et al. (1994) reportan la expresion de
COUP-TF en el estomago, intestino y esofago, incluso en un gradiente dorso-ventral en
la expresion del estomago, en adicién al patrén de expresion neurégena que se le
atribuye. Por estos antecedentes las sefiales observadas en el esofago y estomago del
presente trabajo pudieran atribuirse a la expresion del COUP-TF.

Retomando la sugerencia de Vlahou de una funcién neurdégena para el receptor
spCOUP-TF, se compar6 el patron de expresion obtenido en éste trabajo con la
descripcién del sistema nervioso de la larva de la especie de erizo de mar
Strongylocentrotus droebachiensis realizado por Bisgrove et al. (1987) que reportd el

desarrollo del sistema nervioso hasta la competencia de la larva.
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Si retomamos nuestros resultados, es posible sugerir una relacién entre el COUP-TF
y las células nerviosas que ocurren en las regiones donde se est4 expresando el receptor.
Un reporte previo ya menciona un plexo de axones que rodean el es6fago en larva de
ocho brazos, asimismo, en éste mismo estadio, reportan células nerviosas en la parte
baja del estomago (Bisgrove et al., 1987).

Para la larva de seis brazos, las células nerviosas reportadas por Bisgrove et al.
(1987) se localizan en el ganglio apical y a lo largo de la banda ciliada, esto no se puede
relacionar con el patrén de expresion de COUP-TF observado en éste estadio a
excepcion de las larvas que presentaron una sefial a lo largo de la banda ciliada y brazos
orales.

Sin embargo, la funcién que posee el COUP-TF a partir de la formacién del
rudimento en el erizo de mar no se conoce y no es posible deducirla a partir de los
resultados obtenidos en éste trabajo, sélo se sugiere al igual que Vlahou et al. (1996) un
posible rol en la diferenciacion de células neurdgenas.

No se descarta la posibilidad de que el fragmento de secuencia obtenido consista
realmente en la forma COUP-TF II del receptor huérfano, tanto por su patrén de
expresion como por las similitudes encontradas durante la alineacién con respecto a las
secuencias del banco de genes. Por otra parte, debido a la existencia de dos receptores
COUP-TF (I y II), existe la posibilidad de un traslape de expresién que no fue posible

diferenciar en el presente trabajo.




6. CONCLUSIONES

e La secuencia obtenida consiste en la regiébn mas conservada del dominio de
union al ligando del COUP-TF en la especie Lytechinus pictus y presenta un
98 % de similitud con respecto al homologo en Strongylocentrotus purpuratus.

o La secuencia del COUP-TF en L. pictus presenta dos posibles sitios polimorficos
de un nucledtido.

e El patrén de expresion del COUP-TF difiere con respecto a la larva pluteus una
vez que inicia la formacion del rudimento y se localiza en la region del estomago
y esofago.

e Es posible que la secuencia obtenida se trate del homélogo COUP-TF 11, esto por
su patron de expresion y las similitudes encontradas en el alineamiento de

secuencias.
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7. RECOMENDACIONES

e Caracterizar el homologo completo de COUP-TF en Lytechinus pictus.

e Determinar si el erizo de mar presenta la forma COUP-TF II dentro de su
genoma.

e Realizar el patron de expresion espacio-temporal por medio de sondas
fluorescentes y visualizarlas en un microscopio confocal para evitar los
inconvenientes que representa la morfologia de Lytechinus pictus.

e Realizar experimentos de bloqueo de la expresion del COUP-TF, mediante la
utilizacién de técnicas como RNAi (RNA de interferencia) o “Gene knockout”

para deducir la funcion de éste receptor en la embriologia del erizo de mar.
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CONCLUSION FINAL

La localizaciéon de un receptor huérfano de la familia esteroide/tiroidea en el genoma
del erizo de mar, sugiere la posibilidad de encontrar otros receptores del tipo hormonales
en éste organismo. Aun cuando no se ha documentado una regulacion hormonal en
equinodermos, es plausible que existan elementos tipo hormona que actuan mediante
éstos receptores en procesos del desarrollo del erizo de mar.

El efecto de una hormona tiroidea sobre la metamorfosis de la larva competente del
erizo de mar, nos sugiere la posible participacion de algin elemento perteneciente a la

ruta de transduccion de las hormonas esteroides/tiroideas en el desarrollo larvario.
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ANEXO I. EXPERIMENTOS DE INDUCCION A LA METAMORFOSIS CON L-
TIROXINA

TABLA II . Muestra los reactivos y volimenes a utilizar para los experimentos de
induccion a la metamorfosis en las especies Strongylocentrotus purpuratus y Lytechinus
pictus. Se considera un volumen final de 5 ml de agua de mar en cada pozo de la placa
de cultivo. Los volimenes de los reactivos son la cantidad necesaria para obtener la
concentracion final en el pozo.

Tratamiento Reactivo | Larvas H,0 de Mar | Volumen Solucion
Tiroxina (stock de | (2) Total Stock de
tiroxina) Tiroxina (3)
)
10°M 500 ul | 301larvas/ml | 3.5ml 5.0 ml 10* M
10 M 500 ul |30 larvas/ml | 3.5ml 5.0ml 10°M
10°M 50 ul 30 larvas/ml | 3.950ml 5.0ml 10°M
10°M 500 ul | 30 larvas/ml | 3.5ml 5.0 ml 10° M
10°M 50 ul 30 larvas/ml | 3.950ml 5.0 ml 10°M
10°M 5004l |30 larvas/ml | 3.5ml 5.0 ml 10° M
10°M 500 ul | 30 larvas/ml | 3.5ml 5.0 ml 10°M

(1) Cantidad del reactivo que se utilizar4 en el experimento. (2). Se utilizardn 30 larvas en 1 ml de agua de
mar filtrada y estéril. (3) Concentracién de la solucion de la cual se tomé el reactivo para obtener la

concentracion final deseada en un volumen de 5 ml.
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TABLA 1II . Muestra los reactivos y volimenes a utilizar para los experimentos de
induccién a la metamorfosis en la especie Strongylocentrotus franciscanus. Se considera
un volumen final de 5 ml de agua de mar en cada pozo de la placa de cultivo. Los
volumenes de los reactivos son la cantidad necesaria para obtener la concentracion final

en el pozo.

Tratamiento Reactivo | Larvas H,0 de Mar | Volumen Soluciéon

Tiroxina (stock de | (2) Total Stock de
tiroxina) Tiroxina (3)
)]

10° M 500 ul | 30 larvas/ml | 3.5ml 5.0 ml 10° M

10°M 500ul | 30 larvas/ml | 3.5ml 5.0 ml 10° M

10°M 50 pl 30 larvas/ml | 3.950ml 5.0 ml 10°M

10°M 500 ul | 30 larvas/ml | 3.5ml 5.0 ml 10* M

(1) Cantidad del reactivo que se utilizara en el experimento. (2). Se utilizaran 30 larvas en 1 ml de agua de

mar filtrada y estéril. (3) Concentraciéon de la solucién de la cual se tomé el reactivo para obtener la

concentracion final deseada en un volumen de 5 ml.
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TABLA IV . Muestra los reactivos y volimenes a utilizar en los controles de los
experimentos de induccién a la metamorfosis en las tres especies de erizo de mar:
Strongylocentrotus purpuratus, Strongylocentrotus franciscanus y Lytechinus pictus. Se
considera un volumen final de 5 ml de agua de mar en cada pozo de la placa de cultivo.
Los volimenes son requeridos para la dilucion final en el pozo.

Reactivo Larvas H,O  de | Volumen | Solucién
Tratamiento (soluciéon @) Mar Total Stock (3)
stock) (1)
control positivo 4 M
KC110' M 125 ul 30 larvas/ml | 3.875ml 5.0 ml KCl
control negativo
Agua de mar 30 larvas/ml | 4.0ml 5.0 ml
filtrada y estéril
control de
reactivo 50 pl 30 larvas/ml | 3.950ml | 5.0 ml 102M
NaOH 10 M NaOH

(1) Cantidad del reactivo que se utilizara en el experimento. (2). Se utilizaran 30 larvas en 1 ml de agua de

mar filtrada y estéril. (3) Concentracién de la solucién de la cual se tomé el reactivo para obtener la

concentracion final deseada en un volumen de 5 ml.
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RESUMEN DE ANOVAS PARA LOS EXPERIMENTOS DE

INDUCCION CON L-TIROXINA EN LAS TRES ESPECIES DE ERIZO DE MAR

TABLA V. Anilisis de Varianza de una sola via para el experimento con larva
competente de Strongylocentrotus franciscanus.

Suma de Grados de Media F Valor
cuadrados Libertad Cuadratica | calculada P
Tratamientos | 1.857900 6 0.309650 29.6836 0.0
Error 0.14604 14 0.010432
TOTAL 2.0039 20

TABLA VI. Prueba Duncan para el
Strongylocentrotus franciscanus

experimento con larva competente de

Tiroxina Tiroxina Tiroxina Tiroxina
KCl NaOH 10*M 10°M 10*M 10°M AME

KCl 0.000032 | 0.000177 | 0.000090 | 0.000065 | 0.000038 | 0.000029
NaOH 0.000032 0.475576 | 0.543733 | 0.616879 | 0.792492 | 0.436823
Tiroxina

10N 0.000177 | 0.475576 0.897124 | 0.804564 | 0.627375 | 0.170507
Tiroxina

- 0.000090 | 0.543733 | 0.897124 0.894919 | 0.706125 | 0.201402
Tiroxina

i 0.000065 | 0.616879 | 0.804564 | 0.894919 0.789968 | 0.235945
Tiroxina

% 0.000038 | 0.792492 | 0.627375 | 0.706125 | 0.789968 0.327569
AME 0.000029 | 0.436823 | 0.170507 | 0.201402 | 0.235945 | 0.327569
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TABLA VII. Anélisis de Varianza para el primer experimento realizado con larva
competente de Lytechinus pictus.

Suma de Grados de Media F Valor
cuadrados libertad cuadratica calculada P
Tratamientos | 2.682220 7 0.383174 112.4561 0.0
Error 0.054517 16 0.003407
TOTAL 2.736737 23

TABLA VIII. Prueba Duncan para el primer experimento realizado con larva
competente de Lytechinus pictus.

Tiroxina Tiroxina Tiroxina Tiroxina Tiroxina
KCl NaOH 10*M 10°M 10*M 10°M 10'°M AME

KCl 0.000033 | 0.000084 | 0.000159 | 0.000027 | 0.000025 | 0.000062 | 0.000036
NaOH 0.000033 0.403285 | 0.000792 | 0.818709 | 0.828567 | 0.665039 | 0.818510
Tiroxina

ey 0.000084 | 0.403285 0.002877 | 0.307019 | 0.311984 | 0.646853 | 0.517132
Tiroxina

{7 0.000159 | 0.000792 | 0.002877 0.000563 | 0.000616 | 0.001444 | 0.001092
Tiroxina

10*M 0.000027 | 0.818709 | 0.307019 | 0.000563 1.000000 | 0.529333 | 0.665039
Tiroxina

1620 0.000025 | 0.828567 | 0.311984 | 0.000616 | 1.000000 0.535932 | 0.674002
Tiroxina

i 0.000062 | 0.665039 | 0.646853 | 0.001444 | 0.529333 | 0.535932 0.818709
AME 0.000036 | 0.818510 | 0.517132 | 0.001092 | 0.665039 | 0.674002 | 0.818709
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TABLA IX. Analisis de Varianza para el experimento realizado con larva competente de
Strongylocentrotus purpuratus.

Suma de Grados de Media F Valor
cuadrados libertad cuadratica calculada P
Tratamientos | 5.735044 9 0.637227 103.5343 0.0
Error 0.123095 20 0.006155
TOTAL 5.858139 29

TABLA X. Prueba Duncan para el experimento realizado con larva competente de
Strongylocentrotus purpuratus.

Tiroxina Tiroxina Tiroxina Tiroxina Tiroxina Tiroxina Tiroxina

KCl NaOH 10°M 10°M 10*M 10°M 10*M 10°M 101°M AME
KCl 0.000020 | 0.000022 | 0.000151 | 0.000058 | 0.000033 | 0.000072 | 0.000027 | 0.000023 | 0.000029
NaOH | 0000020 1.000000 | 0.005924 | 0.452141 | 0.544976 | 0.372682 | 1.000000 | 1.000000 | 1.000000
Tiroxina -
1o3M | 0.000022 | 1.000000 0.005599 | 0.448821 | 0.540288 | 0.370408 | 1.000000 | 1.000000 | 1.000000
Tiroxina
oM | 0.000151 | 0.005924 | 0.005599 0.020745 | 0.016804 | 0.023389 | 0.004812 | 0.005230 | 0.004329
Tiroxina
105M | 0.000058 | 0.452141 | 0.448821 | 0.020745 0.861701 | 0.866705 | 0.434870 | 0.443506 | 0.420444
Tiroxina
10%M | 0.000033 | 0.544976 | 0.540288 | 0.016804 | 0.861701 0.747333 | 0.519737 | 0.532712 | 0.495365
Tiroxina
108 | 0.000072 | 0.372682 | 0.370408 | 0.023389 | 0.866705 | 0.747333 0.360948 | 0.366719 | 0.351823
Tiroxina
105 | 0.000027 | 1.000000 | 1.000000 | 0.004812 | 0.434870 | 0.519737 | 0.360948 1.000000 | 1.000000
Tiroxina
10y | 0.000023 | 1.000000 | 1.000000 | 0.005230 | 0.443506 | 0.532712 | 0.366719 | 1.000000 1.000000
AME | 0000029 | 1.000000 | 1.000000 | 0.004329 | 0.420444 | 0.495365 | 0.351823 | 1.000000 | 1.000000




TABLA XI. Anélisis de Varianza para el segundo experimento de Lytechinus pictus

evaluado a las 24 horas.
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Suma de Grados de Media F Valor
cuadrados libertad cuadratica calculada P
Tratamientos | 2.595353 9 0.288373 64.5284 0.0
Error 0.089378 20 0.004469
TOTAL 2.684731 29

TABLA XII. Prueba Duncan para
evaluado a las 24 horas.

el segundo experimento de Lytechinus pictus

Tiroxina | Tiroxina | Tiroxina | Tiroxina | Tiroxina | Tiroxina | Tiroxina
KCl NaOH 10°M 10°*M 10*M 10°M 10*M 10°M 10'°M | AME

KCl 0.000020 | 0.000072 | 0.000151 | 0.000058 | 0.000033 | 0.000023 | 0.000029 | 0.000022 | 0.000027
NaOH | 0.000020 0.124362 | 0.045279 | 0.596895 | 0.594180 | 1.000000 | 0.859637 | 1.000000 | 1.000000
Tiroxina
{o%M | 0:000072 | 0.124362 0.543712 | 0.235001 | 0.260349 | 0.118236 | 0.149224 | 0.121770 | 0.113336
Tiroxina
lo*M | 0000151 | 0.045279 | 0.543712 0.095391 | 0.105236 | 0.042263 | 0.054978 | 0.043926 | 0.040179
Tiroxina
loSM | 0:000058 | 0.596895 | 0.235001 | 0.095391 1.000000 | 0.589906 | 0.705107 | 0.594180 | 0.582928
Tiroxina
LM | 0:000033 | 0.594180 | 0.260349 | 0.105236 1.000000 0.582928 | 0.688157 | 0.589906 | 0.570918
Tiroxina
Lo*M | 0:000023 | 1.000000 | 0.118236 | 0.042263 0.589906 | 0.582928 0.850033 | 1.000000 | 1.000000
Tiroxina
10°M | 0:000029 | 0.859637 | 0.149224 0.054978 | 0.705107 | 0.688157 | 0.850033 0.855404 | 0.840842
Tiroxina _
100y | 0-000022 | 1.000000 | 0.121770 0.043926 | 0.594180 | 0.589906 | 1.000000 | 0.855404 1.000000
AME 0.000027 | 1.000000 | 0.113336 | 0.040179 | 0.582928 | 0.570918 | 1.000000 | 0.840842 | 1.000000
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TABLA XIII. Anélisis de Varianza para el experimento anterior evaluado a las 48 horas.

Suma de Grados de Media F Valor
cuadrados libertad cuadratica calculada P
Tratamientos | 3.00994 8 0.376238 13.57580 0.000003
Error 0.498850 18 0.027714
TOTAL 3.50879 26

TABLA XIV. Prueba Duncan para el experimento anterior evaluado a las 48 horas.

Tiroxina | Tiroxina | Tiroxina | Tiroxina | Tiroxina | Tiroxina | Tiroxina
KCl1 NaOH 10°M 10°M 10°*M 10°M 10°*M 10°M 10'°™M | AME

Tiroxina
1PN 0.236036 | 0.083372 | 0.037072 | 0.088769 | 0.086569 | 0.072794 | 0.000115 | 0.083002
Tiroxina
oM | 0236036 0.492083 | 0.269802 | 0.009497 | 0.009062 | 0.007632 | 0.001019 | 0.008655 | 0.236036
Tiroxina .
loSv | 0-083372 | 0.492083 0.622399 | 0.002436 | 0.002375 | 0.002067 | 0.003720 | 0.002228 | 0.083372
Tiroxina
1o | 0:037072 | 0.269802 | 0.622399 0.000930 | 0.000926 | 0.000829 | 0.008395 | 0.000860 | 0.037072
Tiroxina
lofp | 0-088769 | 0.009497 | 0.002436 | 0.000930 0.940071 | 0.943033 | 0.000024 | 1.000000 | 0.088769
Tiroxina
109 | 0-086569 | 0.009062 | 0.002375 | 0.000926 | 0.940071 1.000000 | 0.000029 | 0.935841 | 0.086569
Tiroxina
Loy | 0-072794 | 0.007632 | 0.002067 | 0.000829 | 0.943033 | 1.000000 0.000033 | 0.940071 | 0.072794
KCl 0.000115 | 0.001019 | 0.003720 | 0.008395 | 0.000024 | 0.000029 | 0.000033 0.000026 | 0.000115
AME 0.083002 | 0.008655 | 0.002228 | 0.000860 | 1.000000 | 0.935841 | 0.940071 | 0.000026 0.083002
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TABLA XV. Anélisis de Varianza para el dltimo experimento con Lytechinus pictus
cuya evaluacion se realizd a las 48 horas.

Suma de Grados de Media F Valor
cuadrados libertad cuadratica calculada P
Tratamientos | 4.741629 D 0.526848 7.81547 0.00071
Error 1.348217 20 0.067411
TOTAL 6.089846 29

TABLA XVI. Prueba Duncan para el tltimo experimento con Lyfechinus pictus cuya
evaluacion se realizo a las 48 horas.

Tiroxina Tiroxina Tiroxina Tiroxina Tiroxina Tiroxina Tiroxina
KCl NaOH 10°M 10°M 10°M 10°M 10*M 10°M 10"°M AME

KCl 0.000031 | 0.000056 | 0.000048 | 0.000169 | 0.001592 | 0.001240 | 0.000130 | 0.000036 | 0.000025
NaOH 0.000031 0.599876 | 0.694189 | 0.255022 | 0.031214 | 0.045054 | 0.308392 | 0.875012 | 0.717292
Tiroxina

10°M 0.000056 | 0.599876 0.874364 | 0.494682 | 0.077896 | 0.106602 | 0.568414 | 0.693619 | 0.403486
Tiroxina

10*M 0.000048 | 0.694189 | 0.874364 0.421328 | 0.061988 | 0.086535 | 0.492853 | 0.794722 | 0.478130
Tiroxina

10°M 0.000169 | 0.255022 | 0.494682 | 0.421328 0.226482 | 0.285419 | 0.876809 | 0.309334 | 0.153026
Tiroxina

10M 0.001592 | 0.031214 | 0.077896 | 0.061988 | 0.226482 0.827617 | 0.190633 | 0.040263 | 0.016047
Tiroxina

10*M 0.001240 | 0.045054 | 0.106602 | 0.086535 | 0.285419 | 0.827617 0.249052 | 0.057403 | 0.023640
Tiroxina

10°M 0.000130 | 0.308392 | 0.568414 | 0.492853 | 0.876809 | 0.190633 | 0.249052 0.369025 | 0.189164
Tiroxina

10'°M 0.000036 | 0.875012 | 0.693619 | 0.794722 | 0.309334 | 0.040263 | 0.057403 | 0.369025 0.624815
AME 0.000025 | 0.717292 | 0.403486 | 0.478130 | 0.153026 | 0.016047 | 0.023640 | 0.189164 | 0.624815




ANEXO III. SOLUCIONES

1. Amortiguador TE 1X pH 8.0

TrissHCI  10mM
EDTA 1mM

2. PBST 1X (Amortiguador de Fosfatos con Tween-20)
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NaCl 130mM

Sodium Phosphate ~ 10mM pH 7.2

Tween-20 0.1%

Modo de preparacion sencilla:
Na,HPO, 7.75 ml De un Stock 1M
NaH,PO, 2.25ml De un Stock 1M
NaCl 1.5 ml De un Stock 5M

Tween-20 0.5 ml De un stock al 10%

Adicionar primero los Fosfatos de Sodio y luego el resto de los reactivos, aforar a 50ml

con agua desionizada.

3. Cloruro de Magnesio 370 mM (en agua desionizada)

4. Solucion de Hibridacion (en agua desionizada)

Formamida
SSC

Tris-HCl pH 7.5
Heparina

Denhardt’s Solution (*)
Tween-20

Dextran Sulfate

50%
5X

20mM
500pg/ml
1X

0.3%
10%
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(*) Denhardt’s Solution 100X 10ml

Ficoll 02g
Polyvinylpyrrolidone 02¢g
BSA (albimina sérica 02¢g
bovina)

S. Standar Saline Citrate solution (SSC) 0.1X; 0.1% Tween-20 (50 ml)
SSC( 0.15 M NacCl, 0.015 M Sodium Citrate) pH 7.0 20X 250pl
Tween-20 10% 1 ml

Aforar a 50 ml con agua desionizada.

6. TBST (100ml)

Sol. A pH7.5 (20 ml) Sol. B (20 ml)
NaCl l6g CaCl, 03g
KCl 0.076 g MgCl, 02¢g

Na,HPO4 0.04¢g
Trizma Base 0.6 g

Coloca 88 ml de agua desionizada y 10 ml de la solucién A; agrega gota por gota 1 ml
de la solucion B revolviendo constantemente. Al finalizar adiciona 1 ml de Tween-20

10%.
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