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1. RESUMEN

La presencia del ARN mensajero materno VegT en el oocito es de gran importancia
para el desarrollo temprano de anuros. Su patron de localizacion ha sido estudiado en
varias especies de anuros y su funcién como activador transcripcional involucra genes
blanco relacionados a la especificacion del endodermo y produccion de sefiales inductoras
de mesodermo.

En este trabajo se investigd la localizacién de VegT en el oocito de Gastrotheca
riobambae mediante la amplificacion de la secuencia del mensajero en secciones de polos
animal y vegetal utilizando iniciadores afines y se compard con la localizacion del
mensajero en oocitos de Xenopus laevis, Epipedobates machalilla y Rhinella marina.
Ademas se investigo la localizacion de VegT mediante hibridizacion in situ con ribosondas
especificas.

La amplificacion del mensajero en secciones de oocito de Gastrotheca riobambae
mostré una distribucién del mensaje tanto en el polo animal como vegetal. Asimismo, la
hibridizacion in situ mediante el uso de sonda antisentido en oocitos de Gastrotheca
riobambae mostr6 una aparente localizacion a nivel del cortex vegetal y parte del
citoplasma animal.

Dicha localizacion toma coherencia al ser relacionada con el tamafio del oocito,
cantidad de yema y tipo de desarrollo de X. laevis, E. machalilla y R. marina los cuales

presentan una localizacion vegetal de VegT.

Palabras clave: Gastrotheca riobambae, VegT, oocito, polo animal, polo vegetal.



2. ABSTRACT

The presence of the maternal factor VegT in the oocyte is important in the early
development of anurans. Its localization has been studied in different anuran species, and
its function, as a transcriptional activator, involves target genes related with the endoderm
specification and the production of mesoderm inductive signals.

In this investigation, the localization of VegT in Gastrotheca riobambae oocytes,
was analized with amplification of the messenger sequence in sections of vegetal and
animal poles, using related primers; it was possible to compare these results with the
localization of VegT in the oocytes of Xenopus laevis, Epipedobates machalilla and
Rhinella marina. Besides, specific ARN probes were used for in situ hybridization in order
to investigate VegT localization in the oocyte.

The DNA amplification showed a distribution of the message in the animal and
vegetal pole of the Gastrotheca riobambae oocyte. Also, the in situ hybridization
procedure with the antisense probe in the Gastrotheca riobambae oocytes showed an
apparent localization in the vegetal cortex and part of the animal cytoplasm.

Such localization is logical when being compared with the egg size, the amount of
yolk in the oocyte and the type of development that characterizes X. laevis, E. machalilla

and R. marina, all of which exhibit a vegetal localization of VegT.

Key words: Gastrotheca riobambae, VegT, oocyte, animal pole, vegetal pole.



3. INTRODUCCION

El patron de localizacion del ARN materno VegT ha sido estudiado en varias
especies de anuros, con diferencias que afectan su desarrollo embrionario (Beckham et al.,
2003). Gastrotheca riobambae presenta un particular modo de desarrollo (Elinson y del
Pino, 1985), por lo cual, determinar la localizacion de VegT en los oocitos de esta especie
y llevar a cabo un analisis comparativo con otras especies de anuros, permitira reconocer la
importancia del posicionamiento espacial del mensaje materno VegT.

Como base para la investigacion se han tomado en cuenta algunos conceptos que se

encierran en los subtemas descritos a continuacion:

3.1. GENERALIDADES DE LAS CAPAS GERMINALES EN ANFIBIOS

La formacion de las tres capas germinales conocidas como endodermo, mesodermo
y ectodermo es un evento importante durante los estadios tempranos del desarrollo de los
animales. La aparicion de estas capas marca la primera sefial discernible entre grupos de
células, y al final de la embriogénesis los tejidos primitivos se diferencian para producir
una diversidad de drganos especializados que conforman un organismo complejo. El
endodermo daré lugar al sistema digestivo y otros 6rganos internos como los pulmones. El
mesodermo generara masculo, sangre y esqueleto. Finalmente el ectodermo formara piel y
tejido nervioso (Gilbert, 2003).

La organizacion espacial del embrion de anfibio se establece temprano en el
desarrollo a través de la formacion secuencial de centros localizados con capacidades
inductivas. Uno de ellos, y el primero a ser elaborado, es el cortex vegetal del oocito, una
region rica en componentes de citoesqueleto y ARNSs localizados que logran polarizar la

informacion genética en el oocito (Zhang y King, 1996).



3.2. LOCALIZACION DE ARNs MENSAJEROS

En anfibios, la formacidn de las capas germinales emplea determinantes maternos
localizados y eventos inductivos (Wolpert et al., 2007). Un determinante localizado es un
factor cuya posicion especifica y actividad resultante otorga un estado particular de
compromiso a las células que los heredan selectivamente (Mowry y Cote, 1999).

Los ARNSs localizados han sido encontrados en diferentes tipos celulares y en una
gran variedad de organismos, desde levaduras hasta mamiferos (Clauben et al., 2004). Su
localizacion citoplasmatica ha sido reconocida como una herramienta celular sofisticada
que optimiza la expresion proteica en un nivel post-transcripcional (Du et al., 2007) y
permite la determinacion de destinos especificos en las células derivadas de un huevo
totipotente (Heasman et al., 2001). Ademas genera gradientes de morfégenos, identifica
polaridades y coordina procesos del desarrollo (Du et al., 2007).

En la localizacion de ARN se pueden nombrar tres pasos: 1. Reconocimiento: solo
un grupo de moléculas en la célula deben ser reconocidas y luego localizadas, 2.
Regionalizacion: Las moléculas de ARN deben ser transportadas a regiones definidas con
la ayuda de elementos del citoesqueleto, proteinas motor, o por proteccion de degradacion
local, 3. Mantenimiento: las moléculas localizadas deben permanecer en el dominio
citoplasmatico correcto para de esta manera asegurar la expresion localizada (Mowry y
Cote, 1999), esto puede ser mediante elementos del citoesqueleto como los filamentos
intermedios de citoqueratina y microfilamentos. Incluso, ciertos ARNs localizados en la
parte vegetal del oocito de anuros, funcionan a su vez como componentes estructurales de
la red cortical de citoqueratina (Arthur, et al. 2009).

En anuros, los ARNs permanecen en el lugar adecuado dentro del oocito, el cual es
arrestado por meses hasta que sefiales de maduracion lo induzcan a convertirse en un

huevo fertilizable (Alarcén y Elinson, 2001).



Para la translocacion dos vias temporales distintas actian transportando los ARNs
durante la oogénesis, la via temprana y la tardia (Alarcon y Elinson, 2001) (Anexo 1).

La via Temprana 0 METRO opera durante los estadios tempranos de la oogénesis.
Varios ARN mensajeros localizados por esta via estan involucrados en el desarrollo de
células germinales como Xcat-2, Xlsirts y Xwnt-11 (Arthur et al., 2009). Dentro de esta via
se pueden diferenciar tres pasos, el primero es la translocacion de ARNs especificos desde
el sitio de sus sintesis a los agregados de mitocondrias que rodean la vesicula germinal. En
el segundo paso los ARNs integran un solo agregado dominante, la nube mitocondrial
(Mowry y Cote, 1999).

La nube mitocondrial (cuerpo de Balbiani) es una estructura esférica sin membrana
que se forma en la oogénesis temprana y se fragmenta en la oogénesis tardia. Sus
componentes  constantes son mitocondrias, reticulo endoplasmatico, vesiculas
membranosas y gotas de lipidos (Kloc y Etkin, 2005). La nube mitocondrial se va
moviendo hacia el polo vegetal y finalmente se extiende en el cortex vegetal, donde los
ARNSs logran anclarse, dando lugar al tercer paso. El transporte vegetal de estos ARNs no
depende de componentes del citoesqueleto, sin embargo al momento del anclaje los
microfilamentos son necesarios (Mowry y Cote, 1999).

La segunda via, la via Tardia, localiza ARN mensajeros que codifican
determinantes del desarrollo, como Vgl y VegT, hacia el polo vegetal del oocito. En
estadios tempranos estos ARNSs se encuentran dispersos en todo el citoplasma, excluidos
de la nube mitocondrial, luego se van ubicando en el hemisferio vegetal donde permanecen
hasta el final de la oogénesis (Clauben et al., 2004). Yisraeli et al. (1990), proponen un
modelo de dos pasos para la localizacion de la via tardia; el primero consiste en la
translocacion dependiente de microtdbulos y el segundo es el anclaje de los ARNs al

cortex vegetal mediado por microfilamentos (Mowry y Cote, 1999). Varios de los ARN



mensajeros de via tardia son necesarios para la formacion de las capas germinales. Existen

pocos ARNSs que exhiben ambas vias y se los llama de via intermedia (Arthur et al., 2009).

3.3. FAMILIA T-BOX

Las proteinas T-box son factores de transcripcidn que controlan la especificacion y
la morfogénesis de muchos tipos celulares durante el desarrollo de vertebrados e
invertebrados. Se los llama de esta manera porque en su estructura poseen una secuencia
conservada llamada T-box (Conlon et al., 2001). VegT es miembro de esta familia (Zhang
y King, 1996).

Estas proteinas contienen dos dominios estructurales y funcionales: una secuencia

especifica de union al ADN (T-box) y un dominio activador o represor de la transcripcion
que provee de un rol regulatorio en el desarrollo (Wilson y Conlon, 2002).
En su estructura se puede diferenciar el dominio T que es el responsable de la union al
ADN, una parte C terminal que es la que posee el dominio transcripcional y en algunos
miembros de la familia también se puede presentar una region N-terminal la cual se cree
que interactua con ciertos cofactores (Minguillon y Logan, 2003) (Anexo 2).

T-box es un dominio relativamente grande que comprende un tercio de la proteina
completa aproximadamente, la cual oscila entre 17 y 26 kDa. Los miembros de la familia
muestran mayor o menor homologia a través del dominio, sin embargo residuos
especificos dentro de la region T-box son 100 % conservados (Anexo 3). De hecho, todos
los miembros de la familia se unen a una secuencia consensus del ADN: TCACACCT,
pudiendo ademas unirse a dos 0 mas motivos arreglados en varias orientaciones (Wilson y
Conlon, 2002).

Aproximadamente 50 genes T-box han sido registrados en el reino animal (Wilson

y Conlon, 2002). Con la identificacidn de estos genes en los genomas de varios organismos



modelo, ha sido posible agruparlos en cinco subfamilias: Brachyury, T-brainl, Tbx1, Thx2
y Thx6, siendo VegT perteneciente a la Gltima subfamilia (Minguillon y Logan, 2003).
Genes en la misma subfamilia surgen de la duplicacion de un solo gen ancestral, y pueden
exhibir sitios de expresion similar que en algunos casos puede indicar redundancia
funcional. Sin embargo estos genes también pudieron haber adquirido patrones unicos de
expresion y/o funcionalidad mediante divergencia después del evento de duplicacion
inicial (Minguillon y Logan, 2003).

Para muchos de los genes T-box, existen ortélogos con un alto grado de similitud
tanto en la secuencia, como en el patron de expresion y funcion (Wilson y Conlon, 2002).
En X. laevis la familia T-box se encuentra representada por los genes especificos de
mesodermo Xbrachyury (Xbra) (Smith et al., 1991), Eomesodermin (Eomes) (Ryan et al.,
1996) y VegT (Zhang y King, 1996). VegT, en contraste a Xbra y Eomes, tiene un alto
nivel de ARN mensajero materno el cual esta localizado en el polo vegetal de los oocitos

(Stennard et al., 1999) (Anexo 4).

3.4.VegT

VegT, también llamado por algunos autores como Antipodean [Stennard et al.,
1996], Xombi [Lustig et al., 1996], Brat [Horb y Thomsen, 1997], y XTbx6r [Smith, 1997]
(Zhang et al., 1998), es un factor de transcripcion, cuya funcion es de gran importancia en
el desarrollo de los ejes. Se la considera una proteina nuclear que tiene presente en su
estructura una region C-terminal la cual es rica la en residuos de serina y treonina. (Zhang
y King, 1996).

Proteinas similares se han encontrado en varios grupos de animales y se conoce que
juegan un rol en la especificacion de linaje celular (Zhang et al., 1998). No existen

ortologos en el ratdn ni en humanos para estos genes (Lardelli, 2003 en Nath et al., 2005).



Sin embargo en el pez cebra, otro organismo modelo muy estudiado en Biologia del
Desarrollo, si existe un ortélogo, lleva el nombre de spadetail y es requerido en la
formacién del mesodermo, su expresion no es materna, es cigotica (Revisado por Stennard
et al., 1999). Otro ortdlogo puede encontrarse en el pollo (Knezevic et al., 1997), el cual al
parecer estd involucrado en procesos que ocurren después del desarrollo del mesodermo,
mas no en la determinacion de capas germinales (Nath et al., 2005).

Ha sido posible también aislar ortélogos de VegT en varios anfibios, entre ellos se
encuentra EcVegT perteneciente a Eleutherodactylus coqui, un anuro que presenta
desarrollo directo, es decir que su desarrollo no atraviesa un estadio larvario (renacuajo).
Este tipo de desarrollo implica que los huevos deben contener grandes cantidades de yema
para permitir el desarrollo de una rana juvenil (Beckham et al., 2003). A diferencia de X.
laevis, el ARN de EcVegT esté localizado en el citoplasma animal del huevo, mas no en el
cortex vegetal (Nath et al., 2005). Se cree que la cantidad de yema esta relacionada con la
organizacion de los oocitos y que durante la evolucion del oocito de E. coqui, el
incremento de yema pudo haber desplazado la localizacion de ARNS, y en consecuencia
también el mapa de destino, hacia el polo animal (Beckham et al., 2003). La ausencia de
actividad inductora en el polo vegetal de E. coqui sugiere que estas células no estan
destinadas a convertirse en mesodermo ni endodermo. Se cree que las células vegetales
sirven solamente como una fuente nutricional para la rana juvenil. Siendo entonces
semejante a la yema en amniotes (Revisado por Nath et al., 2005). Pese a la diferencia de
localizacion del mensaje materno en los oocitos de E. coqui, la expresion cigotica es
similar a la de X. laevis, ya que se presenta en la zona marginal de la gastrula (Nath et al.,

2005).



Otro ort6logo es RpVegT de Rana pipiens. Y, de la misma forma que VegT de X.
laevis, su ARN materno esta localizado en la regidon vegetal del oocito y es expresado
cigéticamente en la zona marginal de la gastrula (Nath et al., 2005).

Finalmente una importante investigacion con el urodelo Ambystoma mexicanum
(Ajolote) dio como resultado el aislamiento de un ortélogo de VegT, AmVegT, el cual
posee una identidad del 79% con respecto al T-box de VegT. La expresion de este ortélogo
es primero observada en la bléstula tardia en la zona marginal. Durante la gastrula hay una
expresion fuerte en el area que rodea el labio del blastoporo. Luego de la gastrulacion la
expresion permanece en la punta de la cola y en algunas células de la espina dorsal. El
ARN de AmVegT no se localiza en la parte cortical del oocito y se lo detecta tanto en el

polo animal como vegetal (Nath y Elinson, 2007).

3.4.1. ISOFORMAS DE VegT

Existen dos isoformas de VegT en Xenopus laevis: mVegT, un determinante
materno y zVegT, un gen mesodermal cigotico, ambas tienen secuencias nucleotidicas
idénticas excepto las que codifican la region N-terminal de la proteina (Fukuda et al.,
2010). Las dos isoformas son controladas por distintos mecanismos regulatorios
transcripcionales, mas no por splicing. Otros ortélogos de VegT en vertebrados no se
expresan de forma materna, por ello se infiere que el gen mVegT probablemente emergio
por insercion de un promotor en la region corriente arriba del locus de zVegT durante la
evolucion de los anfibios (Fukuda et al., 2010).

El ARN mensajero y la proteina de mVegT estan depositados asimetricamente en la
region vegetal del huevo y estan restringidos al endodermo presuntivo de X. laevis,

mientras que el ARN mensajero y la proteina de zVegT estan localizados en el futuro
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mesodermo. Se propone que los genes inducidos por mVegT promueven el destino
endodermal y reprimen el mesodermal en las células vegetales (Fukuda et al., 2010).

Inicialmente la isoforma mVegT induce la expresion de Xnrs, en consecuencia sefiales
Nodal inducen la expresion de Eomes, finalmente Eomes y el sefialamiento Nodal
simultdneamente actlan de una manera coordinada para activar la expresion de zVegT

(Fukuda et al., 2010).

3.4.2. TRANSPORTE, LOCALIZACION Y EXPRESION DE VegT

La localizacién y transporte de los ARN mensajeros Vgl y VegT es dirigida por los
elementos de localizacion (LEs) contenidos en las regiones no traducidas 3°. Dentro de
estas regiones, elementos de secuencias repetidas como VM1 y E2, funcionan como
lugares de unién para las proteinas hnRNP | y Vg1RBP/vera, respectivamente (Kress et al.,
2004).

Este complejo se asocia a otro factor de transporte como Xstau, luego es
transportado activamente a lo largo de los microtibulos hacia el cortex vegetal, donde es
anclado con la ayuda de Prrp que ademas interactia con dos proteinas asociadas a los
microfilamentos, Mena y Profilina (Heasman et al., 2001) (Anexo 5).

El patron de expresion de VegT es dinamico a lo largo del eje animal/vegetal
durante la oogenesis, y luego de esta, a lo largo del eje dorsoventral en la zona marginal. A
diferencia de Brachyury, otro miembro de la familia T-box, VegT nunca es expresado en el
notocordio (Zhang y King, 1996).

Los transcritos de VegT estan concentrados en la parte vegetal de los oocitos.
Durante el desarrollo, los niveles de ARN materno permanecen constantes desde el huevo

no fertilizado hasta el estadio de blastula tardia. Los transcritos cigéticos se acumulan
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desde la blastula tardia, Ilegando a niveles méximos durante la gastrulacion y decreciendo

durante el cierre del blastoporo (Zhang y King, 1996).

3.4.3. FUNCION DE VegT

La expresion maternal de VegT es de excepcional importancia para el desarrollo,
esto fue demostrado con experimentos basados en la inyeccion de oligonucledtidos
antisentido que destruyen la reserva del ARN mensajero materno. El fenotipo resultante de
la delecidn de VegT, mostré una ausencia completa en la formacién del endodermo y dado
que los blastdmeros del polo vegetal pierden la habilidad de inducir mesodermo, se
observa un embrién que presenta mesodermo reducido o casi ausente (Casey et al., 1999)
(Anexo 6). Ademas, en contraste con la situacion normal, en embriones carentes de VegT
el polo vegetal del embrion da lugar a derivativos de mesodermo y ectodermo. Las células
mas vegetales se mueven hacia adentro del embrion, es decir la masa vegetal atraviesa
movimientos de convergencia y extension, movimientos caracteristicos de mesodermo. La
zona marginal no se invagina durante la gastrulacion, permanece afuera del embrién y
forma ectodermo (Zhang et al., 1998). Resultados como estos sugieren que los genes
blanco del activador transcripcional VegT, estan involucrados en la especificacion del
endodermo y ademas en la produccién de sefiales inductoras de mesodermo (Casey et al.,
1999).

VegT puede actuar de manera autdbnoma directa como un factor de transcripcion y
adicionalmente de manera no autdbnoma generando moléculas sefializadoras (Clements et
al., 1999).

Se proponen tres modelos con respecto a la funcion de la proteina VegT, el primero
indica que el endodermo es generado de manera autonoma celular por VegT en el polo

vegetal, mientras que el mesodermo se forma por induccion por otras células.
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En el segundo modelo, tanto el mesodermo como el endodermo tienen lugar
mediante un proceso autonomo celular por la presencia de VegT, pero el mesodermo se
distingue por algun factor presente en esta regién y no en la del endodermo, evidencia
indica que dicho factor puede ser FGF, actuando como inductor de mesodermo y supresor
de endodermo.

En el tercer modelo, VegT genera mesodermo y endodermo pero el endodermo
requiere altas concentraciones locales del mismo. Esto sugiere un gradiente animal-vegetal
de la proteina de VegT (Kavka y Green, 2000) (Anexo 7).

Se ha demostrado gque el mecanismo de gradiente, modelo 3, es posible, dado que la
concentracion de VegT disminuye hacia el polo animal. Sin embargo el modelo uno es el
que mas se acerca a la realidad, ya que describe un mecanismo que sin duda ocurre, la
induccion de mesodermo (Kavka y Green, 2000).

Pueden distinguirse dos grupos de genes blancos de VegT (Anexo 8). El primer
grupo consta de algunos genes endodermo-especificos expresados cigoticamente, VegT los
activa para que codifiquen factores de transcripcion como GATAs, Xsox17, y Mixer los
cuales a su vez forman una red funcional indispensable para el desarrollo del endodermo
(Revisado por Souopgui et al., 2008). Se considera a Mixer y Xsox17 como un reguladores
ya que ademas de inducir endodermo, reprimen genes del mesodermo (Heasman, 2006).

Masas vegetales aisladas, en ausencia de componentes animales o ecuatoriales,
expresan varios marcadores del endodermo, esta habilidad respalda el hecho que formacion
del endodermo es auténoma y especificada por factores maternos depositados en el polo
vegetal (Zhang et al., 1998).

El mantenimiento del endodermo es dependiente de una sefial de la familia
Transforming Growth Factor B (TGF-B), ademas VegT va a generar una sefial compleja

compuesta por la accion de Xnrl, Xnr2, Xnr4, activina B y derriére, todas estas moléculas
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son encontradas en el polo vegetal de la blastula y por lo tanto se sugiere que mantienen la
expresion vegetal de marcadores de endodermo pero también constituyen la sefial cigotica
inductora de mesodermo (Clements et al., 1999).

El segundo grupo inducido por VegT, contiene moléculas sefalizadoras
relacionadas con la familia TGF-B que a su vez estan involucradas en la induccion del
mesodermo y ademas son requeridas para que los movimientos de gastrulacién sean
adecuados (Kofron et al., 1999). De hecho, se considera a VegT el responsable de la
formacion del 90% del mesodermo (Kofron et al., 1999).

Otras moléculas relacionadas con el desarrollo del mesodermo son los genes
relacionados con nodal Xnrl, Xnr2, Xnr4, Xnr5, Xnr6 y Derriere. Estos genes son
expresados al momento preciso en el lugar preciso, para actuar como factores inductores
endogenos y su inhibicion causa defectos en la diferenciacion endodermo-mesodermo
(Kofron et al., 1999).

El mesodermo del embrion del anfibio se forma mediante una interaccion, en la
cual las células del hemisferio vegetal de la blastula tardia actian sobre las células
ecuatoriales (White et al., 2002). Nieuwkoop (1973) demostré este principio cuando
colocé en contacto un corte de tejido vegetal con un corte de tejido animal y observo que
existia una induccion para que el tejido animal se vuelva mesodermo, en vez de ectodermo
gue normalmente es su destino (Revisado por Stennard, 1998) (Anexo 9).

Los genes inductores del mesodermo son cigéticos, ya que su induccién toma lugar
durante la transicion de la blastula media, sin embargo estos genes son regulados por
factores de transcripcion maternos que aparecen antes de este suceso (Revisado por Zhang
et al., 1998). Entonces, VegT genera una sefial compleja reforzada por sefiales secundarias,

estas se difunden en la region ecuatorial y producen un anillo de mesodermo. Las sefiales a
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su vez son reforzadas en la parte dorsal por moléculas TGF-B generando el labio del
blastoporo (Clements et al., 1999).

Existe evidencia que sugiere que FGF y Activina son inductores enddgenos del
mesodermo liberados por el endodermo, ya que experimentalmente la induccion del
mesodermo no fue bloqueada por Follistatin (inhibidor de Activina y BMP) ni por
anticuerpos bloqueadores de FGF (Revisado por Agius et al., 2000).

Durante los estadios de gastrula, una segunda ola de expresion de VegT se detecta
en el mesodermo, aqui la funcion de VegT no es del todo comprendida pero puede estar
involucrado directa o indirectamente en la activacion transcripcional de algunos genes
como chordin, noggin, y cerberus (Revisado por Souopgui et al., 2008).

Otra importante y no muy conocida funcién de VegT es su papel estructural en la
localizaciéon de ARNS. El citoesqueleto cortical de citoqueratina mantiene los transcritos de
varios ARNs mensajeros en su lugar. La degradacion de VegT rompe esta red y
desestabiliza la posicion de los ARN mensajeros. Cabe recalcar que este efecto en el
anclaje fue un resultado de la delecidon de VegT y no debido a la ausencia de la proteina
VegT, ya que mediante experimentos que suprimen la traduccion a la proteina VegT, no se
observo cambio alguno en los ARNs mensajeros vegetales. Por lo tanto, existe un grupo de
ARNSs mensajeros localizados en el oocito de X. laevis, los cuales son dependientes del

ARN mensajero de VegT para su anclaje en el cortex vegetal (Heasman et al., 2001).

3.5. CARACTERISTICAS Y BIOLOGIA REPRODUCTIVA DE Gastrotheca
riobambae

Esta investigacion esta enfocada en el anuro G. riobambae (Fowler, 1913) (Anexo
10), el cual se encuentra dentro del orden Anura y pertenece a la familia Hemiphractidae

(Frost, 2011). Se distribuye en bosques y valles interandinos del norte y centro de


http://species.wikimedia.org/wiki/Fowler
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Ecuador (Provincias Carchi a Chimborazo), a altitudes entre 2200 - 3500 msnm. (Anexo
11). Su hébitat consiste de bosques montanos, zonas de cultivos valles interandinos
himedos y secos (Coloma y Quiguango-Ubillus, 2007).

Fue una especie muy comun, sin embargo actualmente sus poblaciones estan
severamente fragmentadas y reducidas, en especial por la pérdida de hébitat debido al
crecimiento urbano en los valles interandinos, cambios climéaticos en sus &reas de
distribucidn, patégenos, deforestacion, agricultura, ganaderia, quema, uso intensivo de
pesticidas en cultivos, plantaciones forestales de pino y eucalipto (Coloma y Quiguango-
Ubillus, 2007). Segin la UICN (2004) se la considera en peligro, debido al
declinamiento drastico de su poblacidn que se estima que es del 50% en las Ultimas tres
generaciones (Coloma et al., 2004 en UICN, 2009).

La reproduccion de estas ranas tiene lugar en el suelo, la fertilizacion es externa.

El amplexus ocurre en tierra y dura 24 a 48 horas antes de la puesta de huevos. Durante el
amplexus el macho introduce las patas posteriores en la bolsa dorsal de la hembra y
mientras los huevos salen de la cloaca de la hembra, el macho los captura, fertiliza y los
mueve hacia la bolsa evitando que toquen el suelo. El transporte de los huevos toma de 6 a
8 horas y el periodo de incubacion aproximadamente 100 dias. La puesta contiene 130
huevos en promedio con un diametro de 3mm aproximadamente (del Pino, 1989).

Bajo las condiciones normales de su habitat, los embriones se desarrollan en una

bolsa situada en la espalda de la madre durante 3 a 3.5 meses a una temperatura entre 17 y
23°C. Luego de la incubacién los renacuajos son liberados mediante la ayuda de las patas
posteriores de la madre, los renacuajos tendran una vida acuatica durante 4 meses 0 mas
hasta que alcancen la metamorfosis, y 8 meses a un afio mas para convertirse en adultos

(del Pino, 1989).
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En una condiciéon no incubadora el tejido de la bolsa dorsal se parece a la piel
normal de la rana, sin embargo durante la incubacion se alarga y forma camaras altamente
vascularizadas para cada huevo (del Pino, 1989).

Los oocitos de G. riobambae son ricos en yema, son uniformemente amarillos y el
polo animal no puede identificarse en base a pigmentacion. Sin embargo en oocitos
maduros el polo animal puede ser reconocido por la presencia de la vesicula germinal, la

cual puede verse externamente como una mancha transldcida (del Pino, 1989).

Ademas del anuro antes referido se tomaron en cuenta otras especies para el
analisis y comparacion del posicionamiento de VegT, estas especies fueron elegidas por su
disponibilidad en el laboratorio y por ser ampliamente estudiadas en algunas ramas de la

Biologia.

3.6 BIOLOGIA REPRODUCTIVA DE Xenopus laevis, Epipedobates machalilla y
Rhinella marina

Los huevos de Xenopus laevis miden 1.2 mm de didmetro, miles de estos son
depositados en el agua junto con los gametos masculinos, ocurre una fecundacién externa 'y
al cabo de 24 a 48 horas eclosionan los renacuajos, estos crecen y atraviesan metamorfosis,
donde reabsorben la cola, las branquias y desarrollan extremidades. La rana juvenil debe
crecer y madurar sexualmente para convertirse en un adulto. La velocidad de desarrollo de
X. laevis es rapida en comparacion a otras ranas (Revisado por del Pino, 2010).

En el caso de Epipedobates machalilla los huevos miden 1.6 mm de diametro, el
desove consta de 8 a 16 huevos los cuales son fecundados y depositados en nidos terrestres
que son protegidos por el macho hasta la eclosion de los renacuajos, posterior a la eclosion

el macho los transporta en su espalda y los libera en el agua para que completen su
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desarrollo. Se requieren 19 dias aproximadamente desde la fecundacion hasta la eclosion
de los renacuajos avanzados (Revisado por del Pino, 2010).

El tamafio de la puesta de Rhinella marina varia entre 2500 y 12500 oocitos, de
hasta 2 mm de didmetro cada uno. La fecundacion es externa, los huevos son depositados
en largas hileras, las larvas se desarrollan en el agua y crecen rapidamente entre 30 y 80
dias de acuerdo a la temperatura. La madurez sexual la alcanzan en un afio (Revisado por

Coloma et al., 2007).

En base a lo descrito previamente y a las investigaciones realizadas por varios
autores, se puede afirmar que la importancia de VegT se ve reflejada en las variaciones de
su localizacion como mensaje maternal en distintos anuros, en su efecto en la localizacion
de estructuras embridnicas, en la correcta localizacién de otros mensajeros maternos por
influencia del mismo, asi como también en su rol inductivo del mesodermo y

patronamiento del endodermo.

Por lo tanto, con esta investigacion se pretende como objetivo principal conocer el
posicionamiento espacial del mensaje maternal de VegT en los oocitos de Gastrotheca
riobambae, para ello se trata de implementar técnicas moleculares como la amplificacion
de la secuencia del mensajero en los polos animal y vegetal de los oocitos de Gastrotheca
riobambae, mediante el uso de iniciadores afines a la secuencia de VegT y la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Es importante también aplicar este procedimiento en los
hemisferios animal y vegetal de los oocitos pertenecientes a las especies Xenopus laevis,
Epipedobates machalilla y Rhinella marina, para poder comparar dichos resultados con los

del anuro principal de la investigacion, G. riobambae.



18

Otra técnica a implementar es la sintesis de ribosondas para el procedimiento de
hibridizacién in situ a realizarse en oocitos de G. riobambae y en embriones de E.
machalilla, este tltimo a manera de control.

Todo esto con la finalidad de contribuir al conocimiento de la biologia del

desarrollo de los anfibios y en especial al de los que habitan en el Ecuador.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIAL BIOLOGICO

Dos especimenes de Gastrotheca riobambae fueron donados para esta
investigacion, uno por el Dr. Diego Almeida-Reinoso (Laboratorio de Herpetologia de la
Universidad Cat6lica del Ecuador, Proyecto Balsa de los sapos) y uno por la Ing. Andrea
Manzano (Laboratorio de Herpetologia Molecular de la Universidad Catdlica del Ecuador).
Los individuos correspondian a hembras adultas en buenas condiciones.

Las hembras de Epipedobates machalilla y Rhinella marina fueron colectadas
en la Provincia de Manabi localidades Rio Coaque y Jama - EI matal, respectivamente.
Los especimenes fueron colectados con el permiso de coleccién N° 008-09 IC-FAU-
DNB/MA, otorgado por el Ministerio del Ambiente.

Y las hembras de la especie Xenopus laevis fueron adquiridas en el local de

mascotas ubicado en el Centro Comercial EI Bosque “SuperPet”.

4.2. MANTENIMIENTO EN CAUTIVERIO

TERRARIOS

Los ejemplares fueron mantenidos en cautiverio dentro del laboratorio a
temperaturas que fluctian entre 15y 20 °C. Se utilizé terrarios de plastico, los cuales en el
caso de G. riobambae, E. machalilla y R. marina, fueron adecuados con mallas plasticas
en la base, piedras pequefias y hojas. Se logré un ambiente himedo colocando agua en la
base del terrario y rociando agua reposada periddicamente. En el caso de X. laevis se llen6

dicho terrario de agua ozonificada reposada (del Pino, 1981 y Vargas, 2011).
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ALIMENTACION
La alimentacion consistié de grillos pequefios, medianos y grandes suministrados
por el laboratorio de Herpetologia, Proyecto Balsa de los Sapos. Se aliment6 a los anuros

dos veces por semana con dos grillos cada vez.

4.3. EXTRACCION DE OVARIOS

Se obtuvo los ovarios a partir de un procedimiento quirdrgico. Para anestesiar al
anfibio se lo coloc6 dentro de un recipiente conteniendo la solucién MS-222 de
concentracion 0.5 % y pH correspondiente a 7.2 (Solucién 4.10.1.), que cubria al anfibio
parcialmente. Una vez que el anfibio estuvo anestesiado se lo rocié con agua reposada y se
procedio a la cirugia.

Para llevar a cabo la operacion se utilizé un estereoscopio e instrumentos estériles,
se realizé una incision en el cuarto inferior derecho o izquierdo de la parte ventral de la
rana, se extrajo el ovario y se cerré la herida utilizando el hilo de sutura Vicryl Plus
antibacterial, elaborando dos a cuatro puntos dependiendo el tamafio de la incision
realizada (Wright y Whitaker, 2001). Se aislo el anuro para su recuperacion y se lo rocié

perddicamente con Amphibian Ringer Solution (SARS) (Solucion 4.10.7.).

4.4, MANTENIMIENTO, MANIPULACION Y SECCIONES DE OOCITOS

Luego de la extraccion quirargica, se manipulé los ovarios en una soluciéon MBS
(Modified Barth Solution) 1 X (Gurdon, 1976), en el caso de G. riobambae, Steinberg 1 X
en el caso de E. machalilla y R. marina y en PBS (Phosphate Buffered Saline) 1 X para el
manejo del ovario de X. laevis (Solucién 4.10.2, 4.10.3. y 4.10.4.). Se separ0 los oocitos
del tejido del ovario y de los oocitos previtelogenicos con el fin de simplemente incluir en

la investigacion los oocitos mas grandes de estadios 5 y 6.
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4.4.1. PROCEDIMIENTO PREVIO A LA EXTRACCION DE ARN

Se colocé aproximadamente 2 cm® de oocitos de cada especie en tubos eppendorf
de 1.5 ml conteniendo RNA later™ QUIAGEN, se los dejé a temperatura ambiente de 1 a
4 horas dependiendo el tamafio del oocito, siendo 1 hora necesaria en oocitos de tamafio
reducido y 4 horas en oocitos de gran tamafio como los de G. riobambae. Luego de ello se
los cortd horizontalmente con la ayuda de una cuchilla estéril separando el polo vegetal del
animal (Anexo 12) y posterior a esto se los devolvidé por separado (hemisferios animal y
vegetal) a la solucion de RNA later™ hasta la posterior extraccion de ARN vy sintesis de

ADNC.

4.4.2. FIJACION Y TRATAMIENTO DE TEJIDOS PARA HIBRIDIZACION IN
SITU

Se defolicul6 otros oocitos pertenecientes a G. riobambae y se marc6 con tinta
china el sitio donde se distinguio la vesicula germinal, con el fin de identificar los polos
animal y vegetal en los procedimientos posteriores. Se fijaron los oocitos en MEMFA 1 X
(Solucion 4.10.5.) por cuatro horas a temperatura ambiente. Luego se los lavo 2 veces con
agua destilada en intervalos de 20 minutos. Hecho esto, se los traslad6 a una solucion de
etanol al 50 % durante una hora. Luego se lavo dos veces con etanol al 70 % en intervalos
de 1 hora y posteriormente se los dejé en etanol 100 %. Previo al procedimiento de
hibridizaciéon in situ, se bisecciond los oocitos sagitalmente con una cuchilla estéril
manteniendo el polo animal y vegetal en cada seccion (Anexo 12).

Cabe recalcar que el area de trabajo y algunos de los materiales, para éste y los
procedimientos posteriores, fueron tratados con etanol 70 %, RNAse Away (Solucion
4.10.10) y exposicién a temperaturas de 60 °C, todo esto con el fin de eliminar cualquier

clase de contaminacién.
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4.5. EXTRACCION DE ARN

Se retird el RNA later™ QUIAGEN del tubo que contiene polos animales y del
tubo que contiene polos vegetales. Se agregd 1 ml del reactivo TRIzoL® Reagent de
Invitrogen™ a cada tubo, se homogenizd los hemisferios hasta formar una pasta y se
siguid el protocolo de extraccion segun las especificaciones del fabricante. Se repitio
este procedimiento para cada una de las especies estudiadas.

El equipo necesario incluyé una microcentrifuga Spectrafuge 24D Labnet, el
bafio maria seco Accublock™ Digital Dry Bath Labnet y el horno Optic Ivymen®
System. El ARN resultante se disolvié en 24 pl de agua DEPC, de los cuales 2 pl
fueron destinados para medir su concentracion en el espectrofotémetro Evolution 60
Thermo Scientific y otros 2 pl para visualizar el ARN en una corrida electroforética en

un gel de agarosa.

4.6. SINTESIS DEL ADN COMPLEMENTARIO

A partir del ARN total extraido se elaboro la sintesis de ADN complementario
(ADNC). Para dicha técnica se utilizo la transcriptasa reversa M-MLV Reverse
transcriptase de Promega y se siguieron las especificaciones del fabricante, donde para la
sintesis de cadena simple de ADNc se requirié del adaptador Poly (A) x (dT);5s de ROCHE,
1 ug para 2 ug del ARN extraido. El coctel de reactivos incluye 5 ul de Buffer de reaccion
5 X M-MLV Promega, 1.25 ul de dNTP mix 10mM Invitrogen™, 25 unidades de RNAse
OUT de Invitrogen™ y 200 unidades de la enzima M-MLV RT Promega.
Para la sintesis de la cadena complementaria se utilizé la técnica de reaccion en cadena de

la polimerasa.
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4.7. AMPLIFICACION MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevé a cabo en un termociclador
PTC-100 Peltier Thermal Cycler MJ research.

La reaccion de PCR fue importante en la amplificacion del ADNc obtenido a partir
de los polos animal y vegetal de los oocitos, donde cada reaccién constdé de cuatro
iniciadores: “L8 Forward” y “L8 Reverse” (tabla 1) dirigidos a la amplificacion del gen
“housekeeping” L8 que es utilizado como control, y “A. spurelli Forward 1” con el
iniciador reverso “VegT Exact Reverse N” (Tabla 1) para la amplificacién parcial del
mensajero materno VegT.

Ademas, para elegir los iniciadores a incorporar en la PCR del ADNc, se utiliz6 los
programas Oligo Analizer 1.2, la herramienta ClustalW2 del EMBL-EBI y GenBank que
forma parte del NCBI.

Los reactivos y detalles adicionales las reacciones de PCR se describen a

continuacion.

dNTP Mix 10 mM de Invitrogen™ 0.5ul
Taq reaction buffer Invitrogen™ 2.5 ul
Magnesio Invitrogen™ 0.7 ul
Taq DNA Polymerase Invitrogen™ 0.3 ul
Iniciador “VegT A. spurelli Forward 1” 0.5 ul
Iniciador “VegT Reverse Exact N” 0.5 ul
Iniciador L8 Forward 0.5 ul
Iniciador L8 Reverse 0.5 ul
ADNC 1l

Agua DEPC 18 pl
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VOLUMEN TOTAL 25 ul
Numero de ciclos del termociclador: 30

Temperatura inicial 94°C durante 3 minutos

94°C por 50 segundos

53°C por 50 segundos

72°C por 1 minuto

Temperatura final 72°C durante 10 minutos

4.8. HIBRIDIZACION IN SITU

4.8.1 TRANSFORMACION Y CLONACION

Se utiliz6 productos de miniprep previamente elaborados por el Dr. Oscar Pérez
(2008), los cuales se encontraban en stock, almacenados a -20 °C. Corresponden a VegT de
G. riobambae y E. machalilla, fragmentos que se encuentran ingresados al vector
pGEM®-T Easy Vector System de Promega (Anexo 13) y cuya secuenciacion corresponde
al clon 813 (Anexo 14) y clon CmPI (Anexo 15) respectivamente (Pérez, 2008).

Para la transformacion se siguio el protocolo de Invitrogen™ Transforming
Chemically Competent Cells, el cual utiliza bacterias quimicamente competentes TOP10®
y un shock térmico para cerrar los poros y asegurar que el vector quede dentro de la
bacteria. Para el shock térmico se utilizé un Bafio Maria PRECISION Reciprocal Shaking
Bath. Las bacterias fueron sembradas en cajas petri conteniendo medio LB (Solucion
4.10.8) con agar y ampicilina que se considera el primer marcador. Ademas se aplico
Ultrapure™ X-gal de Invitrogen™ para que actie como segundo marcador. Las cajas
fueron incubadas en un horno lvymen® System Incubator Shaker a 37 °C durante un dia.

Luego de ello se eligio la colonia adecuada en base a los marcadores y se la sometio

a PCR de colonias utilizando los iniciadores SP6 y T7 especificos del vector (tabla 1),
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finalmente se escogio la colonia con el mejor resultado de amplificacion y se la sembro en
LB liquido més ampicilina, dando paso asi al proceso de clonacion.

Los reactivos y detalles adicionales para las reacciones de PCR se describen a
continuacion.

PCR PARA PRODUCTO DE MINIPREP:

Iniciador corriente arriba T7 Roche

dNTP Mix 10 mM de Invitrogen ™ 0.5ul
Colorless GoTaq reaction buffer Promega 5ul
GoTag DNA Polymerase 5 U/ul Promega 0.25 ul
Iniciador corriente arriba T7 Roche 0.5ul
Iniciador corriente abajo SP6 Roche 0.5 ul
ADN 5 ul
Agua DEPC 13.25 pl
VOLUMEN TOTAL 25 ul
Numero de ciclos del termociclador: 30
Temperatura inicial 94°C durante 3 minutos
94°C por 50 segundos
56°C por 50 segundos
72°C por 1 minuto
Temperatura final 72°C durante 3 minutos

PCR DE COLONIAS BACTERIANAS:
dNTP Mix 10mM de Invitrogen ™ 0.5 ul
Colorless GoTag reaction buffer Promega 5ul
GoTag DNA Polymerase 5 U/ul Promega 0.25 ul

0.5l
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Iniciador corriente abajo SP6 Roche 0.5ul

ADN La mitad de la colonia
Agua DEPC 18.25 pl
VOLUMEN TOTAL 25 ul

Numero de ciclos del termociclador: 26
Temperatura inicial 94°C durante 2 minutos
94°C por 1 minuto

55°C por 1 minuto

72°C por 1 minuto

Temperatura final 72°C durante 7 minutos

4.8.2. PRODUCTO DE MIDIPREP

La mitad de la colonia restante fue sembrada en 50 ml de medio Luria-Bertoni (LB)
liquido (Solucion 4.10.8) y se dejé en un horno Ivymen® System Incubator Shaker a una
temperatura de 37 °C y movimiento de 150 rpm durante toda la noche. Se centrifugd
durante 8 minutos a 5000 rpm hasta obtener un pellet y se siguieron las especificaciones
del fabricante Axygen Biosciences Axyprep Midi Kit.

En cuanto al equipo necesario para el procedimiento, se utilizé la centrifuga Jouan
MR231 con un rotor apto para tubos Falcon de 50 ml, y la centrifuga Abbott 3531 con
rotor para tubos Eppendorf de 1.5 ml.

Se midié la concentracion de los productos mediante el espectrofotometro
Evolution 60 Thermo Scientific, a una longitud de onda de 260 nm y se realiz6 los calculos
y transformaciones correpondientes a pg/ul. Ademas se comprobo el estado de dichos

productos mediante una corrida electroforética.
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4.8.3. SINTESIS DE LA SONDA

Para la preparacion del templado fue necesario linearizar el plasmido con enzimas
de restriccién Sal | y Apa | de Invitrogen™. Se incub6 las preparaciones a 37 °C durante 3
horas y media, luego se agregd Proteinasa K Fungal de Invitrogen™ y SDS 0.5 %. Se
volvio a incubar a 50 °C por aproximadamente una hora. Se afiadié un volumen de fenol
cloroformo 1:1 a cada tubo. Se centrifugé 10 minutos, la capa superficial fue recogida y
trasladada a un nuevo tubo, se agregd igual volumen de cloroformo, se centrifugé de nuevo
10 minutos y se removio la capa superficial para colocarla en otro tubo, a la que se le
agreg6 0.1 volumenes de acetato de sodio 5 M y 2.5 volumenes de etanol al 100 %. Se dejo
reposar a menos 20 °C toda la noche.

Se centrifugd 10 minutos y se elimind el sobrenadante. Se resuspendieron los
pellets con aproximadamente 30 pl de etanol al 70 %, se centrifugd 10 minutos y se
elimino el sobrenadante. Este lavado fue repetido dos veces.

Se dejo secar los pellets a temperatura ambiente, y luego se los resuspendio con 15
ul de agua DEPC (Solucion 4.10.6.) y finalmente se cuantifico la cantidad de ADN
mediante el espectrofotometro Evolution 60 Thermo Scientific y Qubit fluorometer
Invitrogen™

Para la transcripcion se utiliz6 Buffer de transcripcion 5 X Roche, DIG RNA
Labeling Mix 10 X de Roche, 100 mM DTT, Protector RNase Inhibitor de Roche, RNA
polymerase SP6 y T7 de Roche, el templado y Agua DEPC. SP6 fue aplicado en el ADN
linearizado con Apal para dar lugar a la sonda antisentido y T7 en la linearizacion con Sall
para la sonda sentido. Se llevo los tubos a 37 °C en un horno de hibridizacion Barnstead

Lab-line Hibridization Incubator durante 4 horas.
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Se tomd un microlitro del producto para comprobar la presencia del transcrito
mediante electroforesis y al resto de muestra se le afiadié igual volumen de Cloruro de
Litio 8M para después llevarlo a -20 °C durante toda la noche.

Se centrifugd a 13000 rpm, a 4 °C, por 15 minutos y se elimind el sobrenadante.

Se lavo los pellets con 20 ul de etanol al 70 %, se centrifugd durante 10 minutos a la
misma velocidad y temperatura para luego descartar el sobrenadante. Se resuspendieron los
pellets en 100 ul de agua DEPC.

Para la hidrolisis de la sonda se afiadio igual volumen (100 ul) de una mezcla de
Bicarbonato de Sodio 80 mM y Carbonato de sodio 120 mM. Se incub6 durante 60 °C por
30 minutos. Se afiadié 12,5 ul de Cloruro de Litio 8 M y 2,5 volimenes de etanol 100 % y
se dejo precipitar a -20 °C durante toda la noche.

Se centrifug6 a 13000 rpm, 4 °C por 10 minutos, se elimind el sobrenadante. Se
lavd los pellets con etanol 70 % dos veces. Finalmente se dejé secar a temperatura

ambiente y se resuspendi6 en 20 ul de buffer de hibridizacion.

4.8.4. HIBRIDIZACION

Para esto se utilizaron los oocitos de G. riobambae almacenados en etanol como se
describi6 en el item 4.4. y ademéas embriones estadio 12 (blastula) de E. machalilla fijados
en MEMFA 1 X (Solucion 4.10.5) y almacenados en etanol al 100 %, esto como un control
positivo de la técnica. Se siguid las especificaciones del protocolo de Hibridizacion In situ
especie-especifico (del Pino, E., 1994) con modificaciones de Harland, 1995 (Pérez, 2008).

Se realizaron repeticiones para estandarizar el protocolo de hibridizacion, en todas
ellas se aplicd las sondas a las bisecciones de los oocitos, excepto en una, donde se aplico

primero la sonda en montaje entero y luego se bisecciono.
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4.9. ELECTROFORESIS

Este procedimiento fue de gran utilidad para la verificacion de las muestras
manejadas durante toda investigacion.

Para ello, el equipo utilizado fue la cdmara de electroforesis horizontal CBS
Scientific CO., con una peineta de 10 pocillos, cada uno de 0,5 cm x 0,25 cm y capacidad
de 15 pl. Para el procedimiento se realizaron geles de agarosa con concentracion de 1 %, se
utilizé 0.5 X (Sambrook y Russell, 2001) (Solucién 4.10.9.) y solucion RNAse away
(Solucién 4.10.10) para limpiar la cAmara. Para la preparacion y carga de las muestras de
uso Buffer de carga 10 X Blue Juice de Invitrogen™, SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain
de Invitrogen™, 1 kb DNA ladder Promega y High Mass DNA ladder de Invitrogen™.

Los geles fueron visualizados mediante la exposicion a luz UV del transiluminador
Safe Imager™ de Invitrogen™ y el tamafio de los productos fue estimado mediante es

software libre GelAnalizer.

4.10. TAMPONES Y SOLUCIONES
4.10.1. MS-222 (1000 ml, 0.5 %, pH 7.2):
590 Ethyl 3-aminobenzoate, methanesulfonic acid salt, 98 %
NaHCO; para ajustar el pH
H20 destilada

(Wright y Whitaker, 2001)

4.10.2. MBS (Modified Barth Solution):
88 mM NaCl
1 mM KCI

2.4 mM NaHCO3;



4.10.3.

4.10.4.

4.10.5.

0.82 mM MgSO,
0.33mM Ca(NO3),
0.41 mM CaCl,

10 mM HEPES

(Gurdon, 1976)

Steinberg 1 X:

60 mM NaC1l

0.7 mM KCI

0.8 mM MgSO4
0.3mM Ca(NO3)2
1.4 mM Tris
AjustarapH 7.4

(Nickells et al., 1988)

PBS (Phosphate Buffered Saline) 20 X:

1,5 mM KH; PO,
7 mM Na,HPO4
137,7 mM NaCl
AjustarelpHa 7.4

(Sive et al., 2000).

MEMFA 1 X:
0.1M MOPS (ph7.4)

2mM EDTA
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1 mM MgSO,
3.7% formaldehido

(Sive et al., 2000).

4.10.6. Agua DEPC (libre de nucleasas)
1ml Diethyl Pyrocarbonato SIGMA.
1litro Agua Mili Q
Dejar reposar toda la noche, y esterilizar mediante autoclave.

(Diethyl pyrocarbonato, informacion del producto, SIGMA)

4.10.7. Amphibian Ringer Solution (SARS)

6.6 ¢ NaCl
0.15¢g KCI
0.15¢ CaCl,
0.2¢ NaHCO3;

Aforar a 1 litro con Agua Destilada

(Wright y Whitaker, 2001).

4.10.8. Medio Luria-Bertoni (LB) (250ml):

250 Triptona

1.25¢ Extracto de Levadura

250 NaCl

250 ul Ampicilina (stock 50 mg/ml)

Aforar con agua destilada

(Sambrook y Russell, 2001).



4.10.9. TBES X:

54 g TRIS
27.2 ¢ Acido Bérico
05M EDTA

Aforar a 1 litro con agua destilada

(Sambrook y Russell, 2001).

4.10.10. RNAse Away (removedor de ARNasas)
15% Perdxido de Hidrégeno
0.1 M NaOH

(Pérez com pers, 2010)

4.10.11. SSC 20 X:
3M NaCl
0.4 M Citrato de Sodio
Aforar a 1 litro con agua destilada y regular el pHa 7.

(Sambrook y Russell, 2001).

4.10.12. Bleaching solution:

E. machalilla:

1% H20;

5% Formamida
05X SSC

G. riobambae (20ml):

10 mi metanol



10 mi HzOz 30 %

(Sive et al., 2000; Pérez, 2008).

4.10.13. PTW:
1X PBS
0.1% Triton X-100

(Sive et al., 2000).

4.10.14. Trietanolamina 0.1M:
099¢ Trietanolamina
1ml NaOH 1M
Aforar a 50 ml con Agua DEPC, pH 7.5

(Sive et al., 2000).

4.10.15. MTW:
100 mM Acido Maleico
150 mM NaCl
0.1% Tritén X-100
10N NaOH
AjustarapH 7.5

(Sive et al., 2000).

4.10.16. Dig Buffer:
100 mM Tris pH 9.5

100 mM NaCl
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50 mM MgCl,

(Sive et al., 2000).

4.10.17. Hybridization Buffer (Buffer de Hibridizacion):

50 % formamida
5X SSC

100 pg/ml Heparin

2% Blocking reagent
1% Tween-20

0.1% CHAPS

10 mM EDTA

(Sive et al., 2000).

4.10.18. Hybridization wash (Lavado de Hibridizacion):

50 % Formamida
5X SSC

0.1% CHAPS
0.1% Tween-20

(Sive et al., 2000).

4.10.19. Buffer TE:
10 mM Tris/HCI pH 8
1 mM EDTApH 8

(Sive et al., 2000).
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5. RESULTADOS

5.1. EXTRACCION DE OOCITOS

El procedimiento quirdrgico fue exitoso en G. riobambae, R. marina y X. laevis
sin embargo en E. machalilla, el procedimiento fue muy invasivo debido al reducido
tamafio del cuerpo por lo que la hembra murio.

Luego de la cirugia se lograron obtener, de todas las especies, oocitos
postvitelogénicos de estadio 5 y 6 acompafiados de oocitos mas pequefios de estadios 1,
2, 3,y 4y tejido perteneciente al ovario. El tamafio de los oocitos aislados dependio de
la especie, en G. riobambae los oocitos tuvieron un didmetro de 3 mm, en E. machalilla
y R. marina se observd un tamafio similar de 1.6 mm aproximadamente, y los
correspondientes a X. laevis 1 mm aproximadamente (Figura 1).

Se prepararon los oocitos tanto para la extraccion de ARN como para la

hibridizacién in situ.

5.2. EXTRACCION DE ARN Y SINTESIS DE ADNc

Se extrajo RNA total de los polos animal y vegetal de los oocitos de X. laevis, E.
machalilla, R. marina y G. riobambae tal como se describe en el item 4.5. La calidad del
ARN se estimo por la presencia de bandas de ARN ribosomal de 5 kb y 2 kb; ademaés en
algunas ocasiones se observé una banda de 0.1 - 0.3 kb correspondiente a ARN de
transferencia. El resultado fue el mismo en los polos animal y vegetal de los oocitos de
todas las especies en estudio, sin embargo las bandas fueron mas claras en los carriles
correspondientes a E. machalilla y G. riobambae (Figura 2).

La sintesis de ADNCc se realiz6 exitosamente segun las especificaciones del

fabricante, no se realizaron geles al respecto.



5.3. AMPLICONES L8 Y VegT

Se elabor6 un gel por especie, en donde se probaron ademaés otros iniciadores
que no dieron resultados positivos (imégenes no mostradas). En la figura 3 se muestran
fragmentos de los geles que si dieron resultado. Cada uno de los carriles que se
observan representa un ADNc sometido a la accion de los 4 iniciadores “L8 Forward”,
“L8 Reverse”, “A. spurelli Exact F1” y “VegT Exact Reverse N” (tabla 1), excepto uno,
el carril 8 que corresponde al ADNc vegetal del oocito de R. marina, donde a manera
de prueba se aplic6 Unicamente los iniciadores dirigidos a VegT, esta imagen fue
incluida en la figura simplemente porque las bandas contiguas son las de interés.

Las bandas fueron relacionadas con el marcador de peso encontrado en cada gel,
sin embargo en la figura el marcador no fue incluido.

La amplificacion del gen “housekeeping” L8, fue evidenciada en los polos
animal y vegetal de todas las especies. La banda representante de dicha amplificacion
indic6 un tamario de 428 pb.

Por otro lado, los iniciadores amplificaron una secuencia parcial de VegT
materno, amplificacion que fue representada por una banda de 1135 pb., la cual fue
observada en el polo vegetal de X. laevis, G. riobambae, E. machalilla, R. marina y
Unicamente en el polo animal de G. riobambae.

Se elabord una repeticion mas clara y organizada, incluyendo solo las muestras
a amplificar con los 4 iniciadores dirigidos a VegT y L8. En esta repeticion se obtuvo el

mismo resultado de la amplificacidn que se describio previamente (Figura 4).
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5.4. HIBRIDIZACION IN SITU

5.4.1. PRODUCTOS DE CLONACION Y MIDIPREP

Se obtuvo un crecimiento exitoso de colonias blancas tanto en la placa de G.
riobambae como en la de E. machalilla, asi se indica en la figura5y 6.

Ademas se logro obtener el producto de la PCR de tres colonias seleccionadas
de ambas especies y visualizar sus fragmentos en un gel de agarosa 1 %. Los
amplicones obtenidos de las tres colonias de G. riobambae correspondieron a 1500 pb,
sin embargo la amplificacion de la colonia 3 fue la més clara, por lo que fue escogida
para los procedimientos posteriores. En el caso de E. machalilla solo dos de las tres
colonias amplificaron el fragmento deseado, correspondiente también a 1500 pb
aproximadamente. Se eligio la colonia uno para proceder al midiprep (Figura 7).

Mediante electroforesis también se pudo comprobar la presencia de los
productos de midiprep de las dos especies, lo que indico bandas que sugieren un
tamafio 4000 pb en ambas especies (Figura 8).

La concentracion de dichos productos fue cuantificada en el espectrofotometro
dando los valores que se especifican en la tabla 1. Estos valores fueron tomados en

cuenta para la linearizacion durante el procedimiento de sintesis de la sonda.

5.4.2. SINTESIS DE LA SONDA

Se obtuvo la linearizacién del vector tanto para G. riobambae como para E.
machalilla mediante las enzimas de restriccion Sall para la sintesis de la sonda sentido y
Apal para la sintesis de la sonda antisentido, como se demuestra en la figura 9.

Se sintetizaron las sondas Sentido y Antisentido, luego de lo cual fueron

hidrolizadas (Figura 10) y de esta manera se procedio a la hibridizacion in situ.
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5.4.3. HIBRIDIZACION IN SITU

Las sondas especificas fueron aplicadas segun el protocolo en los embriones estadio
12 de E. machalilla como un control de la técnica y en oocitos de G. riobambae.

En el embrién de E. machalilla hibridizado con sonda antisentido se pudo observar
una reaccion positiva de color alrededor del tapdn de yema, mientras que en el embrion
tratado con sonda sentido no se observa reaccion alguna (Figura 11).

Las sondas sentido y antisentido de G. riobambae se aplicaron a las bisecciones de
oocitos fijados y pre tratados para la hibridizacion.

Se elaboraron varias repeticiones para estandarizar el procedimiento de
hibridizacién in situ en oocitos de G. riobambae.

En la figura 12 se observan dichas hibridizaciones, las cuales se encuentran
organizadas por tipo de sonda para la hibridizacién (sentido o antisentido) y por el punto
de observacion de las bisecciones (vista interna o externa). Ademas se muestran diagramas
que representan cada biseccion hibridizada donde se sefiala el marcaje de la vesicula
germinal con color negro y la localizacion del ARN mensajero VegT con color azul.

En la primera fila y segunda fila de la figura 12 estan los oocitos que fueron
hibridizados en montaje entero y que posterior a ello fueron biseccionados. La primera fila
corresponde a las bisecciones de oocitos hibridizados con sonda sentido, donde no se
distingue ninguna sefial y la segunda fila pertenece a la hibridizacién in situ con sonda
antisentido, en este caso se distingue una sefial ubicada en la parte del cortex vegetal del
oocito tanto en la vista interna como externa de la biseccion. En la vista externa de la
biseccion también se diferencia una reaccion de color cerca del cortex animal.

En la tercera fila se observan bisecciones hibridizadas con sonda sentido, donde no

se diferencia ninguna sefial. En la fila 4 se encuentran las bisecciones hibridizadas con



sonda antisentido que indican una localizacion en el cortex vegetal y parte del cortex
animal.

En la quinta fila las bisecciones incubadas con sonda sentido, dieron resultados
negativos y en la sexta fila, correspondiente a la aplicacion de sonda antisentido, las
bisecciones dieron reaccidn positiva en el cortex vegetal, cortex animal y una pequefia
porcién de citoplasma animal.

Finalmente en la fila 7 se muestra Unicamente la vista interna de una biseccion de
oocito de G. riobambae,. La reaccion muestra una sefial que se localiza en una parte del
hemisferio vegetal, y se ubica ligeramente en el hemisferio animal. En la biseccion del
oocito hibridizado con sonda sentido no se observé reaccién y hubo dafio del tejido

(imagen no mostrada).
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6. DISCUSION

6.1. EXTRACCION DE ARN, SINTESIS DE ADNc Y AMPLIFICACION DE L8 Y
VegT

Uno de los componentes méas abundantes de los oocitos son las plaquetas de yema y
estas a su vez tienen un alto contenido de lipidos (Buschiazzo et al., 2003). Estos lipidos
pueden intervenir en la pureza de extraccion de ARN (TRIzoL® Reagent Invitrogen™
Informacion del producto), por lo que fue necesario centrifugar el lisado y tomar la fase
acuosa para seguir con el procedimiento.

En la visualizacion del ARN de todas las especies mediante el gel de agarosa, se
encontraron 2 bandas correspondientes a ARN ribosomal y una a ARN de transferencia.
Entre las bandas ribosomales se encuentran los ARNs mensajeros del oocito, sin embargo
no es posible visualizarlos debido a su poca concentracion. La presencia de estas bandas
nos da una pauta del buen estado del ARN extraido y de su éptima aplicacién molecular.

Posterior a la extraccion de ARN y sintesis ADNc, se realizd amplificaciones
mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). A la par de la amplificacion de VegT,
se amplificd el gen L8 el cual fue utilizado como control positivo ya que al ser un gen
“housekeeping” su presencia estd garantizada en el oocito. Los genes “housekeeping” se
expresan en varios tipos celulares y son necesarios para mantener una fisiologia celular
normal (Butte et al., 2001). Existe una alta conservacion en su secuencia por lo que es
posible utilizar los mismos iniciadores para todas las especies en estudio (Pérez, 2008). La
amplificacion de L8 nos indica que el procedimiento de extraccion de ARN y la reaccion
en cadena de la polimerasa se llevé a cabo de manera adecuada, ademéas demuestra que la

cantidad de reactivos fue similar en todas las muestras. En el gel de agarosa de las figuras 3
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y 4, L8 se encuentra representado por una banda a la altura del marcador de 500 pb debido
a que su amplificacion corresponde a 428pb.

La amplificacion de VegT se realiz6 mediante iniciadores previamente disefiados,
“A. spurelli Exact F1” que se basé en la secuencia T-box de VegT de Agalychnis spurelli
(Dutén, 2010), y “VegT Exact Reverse N” que se basé en una secuencia altamente
conservada en anuros, esta secuencia se caracteriza por presentar 17 nucleétidos y estar
cercana al terminal 3 prima del marco de lectura abierta (ORF), esta secuencia ha sido
descrita anteriormente, encontrdndose presente en VegT y sus ortélogos (Pérez et al.,
2007). Se cree los 17 nuclettidos tienen una funcién estructural relacionada al
mantenimiento de las redes de citoqueratina, o una funcién como sitio objetivo de micro
ARNSs para la regulacién de la traduccién de estos genes (Pérez et al., 2007).

Por lo tanto el uso de estos iniciadores asegura que los amplicones resultantes de
las especies en estudio sean genes ortologos de VegT, mas no correspondan a otros genes
de la familia T-box. De todas maneras seria importante secuenciar dichos amplificados
para confirmar que se trata del ARN mensajero VegT.

La amplificacion de VegT se observo en los geles de las figuras 3 y 4, a una altura
de 1000 pb del marcador molecular, esto debido a que el fragmento constituye 1135 pb
(Dutan, 2010).

La amplificacion de VegT de los hemisferios animal y vegetal del oocito de X.
laevis confirmd su localizacién unicamente en el polo vegetal, resultado que se conoce por
estudios anteriores en los que ademas describen al cortex vegetal como una region rica en
componentes de citoesqueleto y ARNs localizados, que logran polarizar la informacién
geneética en el oocito (Zhang y King, 1996). En el caso de E. machalilla y R. marina se
observaron los mismos resultados, que indican una localizacion vegetal del mensaje

materno VegT.
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Por el contrario, en G. riobambae la amplificacion demuestra la presencia de VegT

tanto en el hemisferio animal como vegetal (Figuras 3y 4).

6.2. TRANSFORMACION DE BACTERIAS, SINTESIS DE LA SONDA E
HIBRIDIZACION IN SITU

Fue de suma importancia que la secuencia VegT utilizada en esta investigacion haya
estado insertada en un vector ya que de esta manera se puede proceder a la clonacién de
manera eficiente. Ademas es de gran utilidad para la sintesis de la sonda, debido a que el
vector P-GEM presta su sitio multiple de clonacién para el uso deseado de enzimas de
restriccion y también posee secuencias aptas para la unién de iniciadores SP6 y T7,
necesarios para determinar el sentido de la sonda.

Dentro del procedimiento de clonacién se observaron placas petri con proliferacion
de colonias blancas, esto sucedié debido a que la muestra inicial correspondia a un
miniprep el cual ya habia atravesado varios procedimientos de seleccion que aseguraron
que la secuencia del mensajero se encontraba correctamente insertada en el vector.

Durante la sintesis de la sonda, las enzimas Sall y Apal linearizaron el plasmido y
dieron origen a secuencias que contenian diferentes sitios de unién a iniciadores,
garantizando la correcta sintesis de la sonda sentido y antisentido respectivamente. Estas
linearizaciones se observaron en el gel como moléculas de alto peso molecular (Figura 7),
esto debido a que la estructura circular abierta tiene mayor dificultad para migrar por los
poros del gel de agarosa (Meyers et al., 1976). En contraste, en el gel donde se visualiza
las sondas hidrolizadas se distingue un barrido con bajo peso molecular (Figura 8), esto es
consecuencia de la migracion de pedazos de la sonda con pocas pares de bases.

En las hibridizaciones de embriones de E. machalilla (Figura 11) se pudo constatar

una sefial positiva con la aplicacion de la sonda antisentido, sefial que se localiza alrededor
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del blastoporo, es decir el lugar del mesodermo prospectivo. Esta localizacidn es coherente
con los resultados encontrados en investigaciones previas (Pérez, 2008) y ademas coincide
con la localizacion de otro marcador del mesodermo perteneciente a la familia de genes T-
box, Xbra, que tiene una localizacién superficial alrededor del blastoporo durante el
estadio 12 del embridn de E. machalilla (Benitez y del Pino, 2003).

En el caso de la hibridizacion con sonda sentido en el embrion de E. machalilla, la
reaccion fue negativa ya que la sonda no es complementaria al gen en estudio.

Estos resultados se toman como un control positivo de la técnica, ya que indican
que los equipos, las soluciones, los tiempos y las temperaturas del protocolo funcionan y
que ademas fueron aplicados de manera correcta, lo que da soporte a las reacciones
obtenidas en las hibridizaciones de los oocitos de G. riobambae.

Se repitieron las hibridizaciones en oocitos de G. riobambae con la finalidad de
estandarizar el procedimiento y encontrar la mejor forma de distinguir la sefial del
mensajero. Los oocitos presentaron mucha dificultad al momento de ser manejados ya que
son muy fragiles y facilmente quebrantables.

En las dos primeras filas de la figura 12 se muestra el oocito al que se aplicé la
sonda en montaje entero y luego fue biseccionado, se observa una sefial en el cortex
vegetal vista desde la parte interna de la biseccidon, mientras que en la parte externa se
observo una sefial tanto en el cortex vegetal como animal. Esto pudo deberse a que la
cantidad de yema encontrada en el citoplasma y las caracteristicas de las membranas que
cubren al oocito, no permiten la adecuada penetracion de la sonda, por lo que la
hibridizacién no es posible en el citoplasma o cortex interno del oocito.

En otra repeticion de las filas 3 y 4 (Figura 12) se observa una sefial tanto en el

cortex vegetal como animal, la sefial es bastante tenue. Se asume que esto fue consecuencia
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de una mala calidad de la sonda, tal vez por contaminacion o por degradacion causada por
un prolongado tiempo de almacenamiento.

El siguiente procedimiento de hibridizacion de las filas 5 y 6 tuvo como resultado
bisecciones resquebrajadas, debido posiblemente a una rapida deshidratacion de los tejidos
al momento de los bafios con las soluciones del protocolo. Al observar los resultados de
esta hibridizacion con la sonda antisentido en las bisecciones de oocitos de G. riobambae,
se pudo distinguir una sefial ubicada en el cortex vegetal de la parte externa de la
biseccién, mientras que en la parte interna se observo una sefial tenue en el citoplasma
animal y cortex del mismo hemisferio. Esta sefial coincide con algunas de las repeticiones.

En la fila 7 se observa Gnicamente una biseccion hibridizada con sonda antisentido,
donde se observa la misma sefial que se indico en casos anteriores. La biseccion que fue
hibridizada con la sonda sentido sufri6 dafios que resultaron en varios pedazos y en
ninguno de ellos se observd una reaccion de color. Debido al mal estado de esta biseccion,
no se la incluyé en la figura.

La localizacion que se observa en la mayoria de hibridizaciones coincide con los
datos que aporto la amplificacion de VegT en los hemisferios animal y vegetal de los
oocitos de G. riobambae.

La coloracién observada, en los oocitos tratados con sonda sentido de la figura 12,
es un artefacto dado por la exposicion a BM purpura, sin embargo este tinte es facilmente
diferenciable de la verdadera sefial de localizacion.

La localizacion de VegT en el cortex vegetal es una condicidn conocida ya que en el
anuro modelo X. laevis, los ARNs que patronan el embridn se localizan en esta zona (Nath
y Elinson, 2007), la localizacion de VegT en el polo animal también es conocida cuando

nos referimos a Eleutherodactylus coqui (Beckham et al., 2003), sin embargo la presencia
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del mensajero tanto en el hemisferio vegetal como animal del oocito, es una caracteristica
que no se ha descrito en otros anuros.

La localizacion de VegT en el polo animal podria verse desplazada por arreglos del
citoesqueleto al momento de la maduracion y por la rotacion cortical al momento de la
fertilizacion (Gilbert, 2003) para de esta manera ubicar el mensaje materno en el sitio
correspondiente a desarrollar patrones meso-endodermales.

Por otro lado, en las hibridizaciones con sonda sentido, no se observo sefial alguna
debido a que la sonda no se uni6 a secuencias complementarias, no se formo el complejo
DIG-ANTIDIG vy por lo tanto no dio el sustrato necesario para la reaccion con BM

purpura.

6.3. ANALISIS ESPACIAL DEL ARN MENSAJERO VegT EN OOCITOS DE
Gastrotheca riobambae Y OTRAS ESPECIES DE ANUROS

El suplemento de una gran cantidad de yema es una condicion derivada y es un
factor que determina el tamafio de los oocitos (Ninomiya et al., 2001). Como es el caso de
E. coqui, que se caracteriza por poseer oocitos de aproximadamente 3.5 mm. La abundante
reserva de yema de estos oocitos es necesaria para eliminar el estado larvario de renacuajo
de su ontogenia y proveer de los nutrientes necesarios para que alcance a desarrollarse
directamente como una rana juvenil (Beckham et al., 2003). El tamafio de los oocitos de G.
riobambae es de 3 mm (del Pino et al., 1986) y abundantes depdsitos de yema (del Pino,
1989) razon por la cual se podria considerar similar al caso anterior, sin embargo G.
riobambae no presenta desarrollo directo, por ello las reservas de yema son utilizadas
durante la incubacion de los embriones dentro de la bolsa de la madre y en el desarrollo de

los renacuajos eclosionados (del Pino, 1989). En consecuencia la cantidad de yema en este
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caso no elimina la etapa larvaria, si no que permite la eclosion de renacuajos mas grandes y
desarrollados (Elinson y del Pino, 2003).

En los oocitos de E. coqui, la gran cantidad de yema ha desplazado los eventos de
la embriogénesis y por lo tanto algunos ARNS hacia el polo animal (Beckham et al., 2003).
Sin embargo el incremento de yema no es necesariamente una causa para este suceso, ya
que en G. riobambae los eventos de la embriogénesis ocurren cerca del polo vegetal
(Ninomiya et al., 2001) lo que sugiere que varios ARNs no han sido desplazados. Esto
concuerda con los resultados obtenidos en la hibridizacion, en los que el ARN mensajero
VegT se encuentra ubicado en el cortex vegetal.

Pese a que los oocitos de gran tamafio, como el de G. riobambae, tienen grandes
cantidades de yema, no se conoce si estos oocitos también contienen grandes cantidades de
ARNs mensajeros y proteinas. Sin embargo el efecto de dilucion de los huevos de gran
tamafio podria reducir las cantidades de éstas moléculas. Para sobrellevar este problema
Elinson y Beckham (2002) proponen la localizacion de determinantes maternales y su
posible desplazamiento fuera del polo vegetal (Elinson y del Pino, 2003). Esto puede
justificar la presencia de VegT en el polo animal, presencia que también es soportada por
investigaciones previas que indican que en el estadio embrionario 5 de G. riobambae existe
presencia del mensajero VegT en los blastomeros animales (Pérez, 2008).

VegT se encuentra en el citoplasma animal de G. riobambae, sin embargo se asume
que no podria permanecer alli ya que los eventos de la embriogénesis, en especial la
formacion del organizador donde interviene VegT y [-catenina, son llevados a cabo
subecuatorialmente (Del Pino et al., 2004). Es por ello que se podria asumir que el ARN
mensajero VegT se encuentra momentaneamente en el polo animal atravesando un proceso
de translocacion hacia el polo vegetal, esto probablemente también se encuentre

relacionado con la tasa lenta de desarrollo que caracteriza a G. riobambae.
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Durante la oogénesis de G. riobambae, el oocito acumula algunos tipos de ARNs y
proteinas que se requieren para el desarrollo embrionario. Consecuentemente las
modificaciones que ocurren durante la oogénesis pueden relacionarse con cambios en los
patrones y en el tiempo en los que estos suceden durante el desarrollo temprano (del Pino
etal., 1986).

El reducido tamafio de los oocitos de X. laevis, E. machalilla y R. marina nos
podria indicar que la reserva de yema de estas tres especies no es tan abundante, se conoce
ademas que todos atraviesan el estado larvario de renacuajo y que la tasa de desarrollo ( X.
laevis y E. machalilla) es més rapida que la de E. coqui o G. riobambae (Del Pino et al.,
2004; Elinson y Del Pino, 2003). Se hipotetiza que VegT se localiza vegetalmente debido a
todos estos factores, lo que se corrobora con los resultados obtenidos en la amplificacion.

La localizacion y expresion maternal de VegT es gran importancia en el desarrollo,
ya que permite la activacion transcripcional de genes blanco involucrados en la
especificacion del endodermo y en la produccién de sefiales inductoras de mesodermo
(Casey et al., 1999). Por ello se cree que la especificacion de las capas germinales por
ortdlogos de VegT es un caracter basal en anuros y su actividad meso-endodermal se

considera una sinapomorfia en los anfibios (Nath et al., 2005).

En conclusion, las técnicas moleculares implementadas en esta investigacion fueron
de gran importancia para la deteccion espacial de VegT en los oocitos de G. riobambae y
de las demas especies investigadas. Los resultados obtenidos con la técnica de
hibridizacion in situ complementaron la informacion brindada por los métodos moleculares
y la localizacion que ambas mostraron es congruente con los eventos posteriores de

embriogénesis que presenta G. riobambae.
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Las técnicas estandarizadas en esta investigacion pueden utilizarse como base para
estudios posteriores que ahonden en el tema y soporten los interesantes resultados que han
sido encontrados en esta disertacion, ademas seria importante continuar con la
estandarizacion del procedimiento de hibridizacion in situ en cortes de oocitos con
micrétomo, para asi poder observar un patron completo de localizacion y de esta manera
aportar ain mas al conocimiento de la biologia del desarrollo de G. riobambae y de otros

anuros ecuatorianos.
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9. FIGURAS

Figura 1. Tamafos de los oocitos de las especies investigadas. Se observa oocitos
postvitelogénicos estadio 6 de las siguientes especies: (a) G. riobambae, (b) E.

machalilla, (c) R. marina y (d) X. laevis. Tamafio de la barra Imm.
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Figura 2. ARN total de oocitos. (a) esquema del ARN total con bandas de 5y 2 kb
correspondientes a ARN ribosomal y una banda de ARN de transferencia de 0.1-
0.3 kb. Los carriles 1 y 2 representan el ARN total del polo animal (A) y vegetal
(V) de los oocitos de X. laevis, los carriles 3 y 4 corresponden al ARN del polo
animal (A) y vegetal (V) de E. machalilla, los carriles 5 y 6 pertenecen a la

especie G. riobambae, y los carriles 7 y 8 a R. marina.
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Figura 3. Amplificacion a partir de ADNc de los polos animal y vegetal de las especies
X. laevis, E. machalilla, G. riobambae y R. marina. En el carril 1 se observa
amplificacion del gen L8 con un tamafio de 428pb a partir del ADNc del
hemisferio animal (A) de X. laevis. En el carril 2 se observa amplificacion de L8
y VegT a partir del hemisferio vegetal (V) del oocito de X. laevis, donde VegT
presenta un tamafo de 1135 pb. Los mismos resultados se observan en los
carriles 3 y 4 correspondientes a E. machalilla. En los carriles 5 y 6,
pertenecientes a G. riobambae, se observan amplificaciones de VegT y L8 en
ambos hemisferios. Los carriles 7, 8 y 9 corresponden a R. marina, donde el 7
indica la amplificacion de L8 en el hemisferio animal (A), el carril 8 presenta la
banda de amplificacion de VegT vy el carril 9 la banda de amplificaciéon de VegT

y L8.
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Figura 4. Amplificacion de ADNc de los polos animal y vegetal de las especies X.
laevis, E. machalilla, G. riobambae y R. marina. La amplificacién del gen L8
representa una banda de 428 pb y la de la secuencia parcial VegT 1135pb. Se
observa en el gel 2 marcadores moleculares (M), el primer carril corresponde al
polo animal (A) de X. laevis, el segundo al polo vegetal (V) de X. laevis, el
tercero al polo animal (A) de E. machalilla, el cuarto al polo vegetal (V) de E.
machalilla, el quinto al polo animal (A) de G. riobambae, el sexto al polo
vegetal (V) de G. riobambae, el séptimo al polo animal (A) de R. marina y
finalmente el octavo al polo vegetal (V) de R. marina. En el caso de G.
riobambae se puede comprobar que la amplificacion de VegT se da en los dos

polos, algo que no ocurre en las demas especies.
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Figura 5. Crecimiento de colonias transformadas con VegT de E. machalilla. Colonias

que reaccionaron positivamente ante los dos marcadores Ampicilina y X-gal.

Figura 6. Crecimiento de colonias transformadas con VegT de G. riobambae. Colonias

que reaccionaron positivamente ante los dos marcadores Ampicilina y X-gal.
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Figura 7. Amplicones de VegT de G. riobambae y E. machalilla a partir de colonias
transformadas. El carril M se refiere al marcador molecular. Los carriles 1-3
corresponden a la amplificacion de VegT de G. riobambae, y los carriles 4-6
representan la amplificacion de VegT de E. machalilla. La colonia aplicada en el
carril seis no amplifico el fragmento deseado. Las bandas observadas tienen un

tamafio de 1500 pb aproximadamente.
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Figura 8. Corrida electroforética de los productos de Midiprep de VegT. Producto de
midiprep de aproximadamente 4000 pb en los carriles 1 de las especies (a) G.

riobambae y (b) E. machalilla. (M) Marcadores moleculares.
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Figura 9. Productos de midiprep digeridos con enzimas de restriccion para la sintesis
de la sonda. (a) G. riobambae y (b) E. machalilla. (M) marcador molecular.
Los carriles 1 muestran la linearizacion con la enzima de restriccion Sall y los

carriles 2 la linearizacion con la enzima Apal.
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Figura 10. Hidrdlisis de las sondas Sentido y Antisentido de VegT de G. riobambae y
E. machalilla. (H) Hidrdlisis representada por un barrido, formado por pequefios
pedazos de la sonda. (M) marcador molecular. Carril 1, sonda hidrolizada
sentido de E. machalilla. Carril 2, sonda hidrolizada antisentido de E.
machalilla. Carril 3, sonda hidrolizada sentido de G. riobambae. Carril 4, sonda

hidrolizada antisentido de G. riobambae.
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Figura 11. Hibridizacion in situ de VegT en embrién de E. machalilla. En (a) se
observa el embrion tratado con sonda antisentido, cuya sefial se dispersa
alrededor del tapon de yema (t). En (b) se observa el embrién tratado con sonda
sentido, donde no se distingue sefial alguna.

Tamafio de la barra 1mm.
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Figura 12. Hibridizacion in situ con sondas sentido y antisentido en bisecciones de

oocito de G. riobambae. Se muestran todas las repeticiones de hibridizacién in

situ ordenadas por sonda aplicada (sentido o antisentido) y punto de observacion

(vista interna o externa). Los diagramas indican el lugar y localizacién de la

sefial, el color negro indica el marcaje de la vesicula germinal y el color azul

representa la sefial de hibridizacion. Abreviaturas: A, animal y V, vegetal.

Tamarfio de las barras Imm.



10. TABLAS

Tabla 1. Iniciadores utilizados en la investigacion y sus secuencias nucleotidicas

Iniciador Secuencia
SP6 5" ATTTAGGTGACACTATAGAA 3°
T7 5’ TAATACGACTCACTATAGGG 3’
L8F 5> GCTCCTCTTGCCAAGGTTGC 3’
L8R 5’ CGTGGCCAGCAGTTCCTCTT 3’
A. spurelli VegT F1 5" GCACTCAATGCACAGATACA 3
VegT Exact Reverse N 5’ GCACTCAATGCACAGATACA 3’
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11. ANEXOS

Anexo 1. Vias de localizacion de ARNs mensajeros al cortex vegetal en oocitos de X.
laevis. La via temprana esté representada por el color rojo y la tardia por el azul (Mowry y

Cote, 1999).

Stage | Stage Il Stage |lI Stage IV Stages V-VI

Anexo 2. Estructura general de las proteinas T-box (Minguillon y Logan, 2003).

Cofactor — . L
binding? DNA binding/dimerisation

N ——T domain—— C

Anexo 3. Conservacién de residuos especificos en la region T-box y su presencia en

diferentes miembros de la familia (Wilson y Conlon, 2002).

117 227 280 303 387 432
DNA-binding domain Transcriptional
activation
domain
Nuclear
localization
Veg T KLTNNT signal
Eomes KLTNNT
Xbra KLTNEM

DrosophilaXbra K L T W K T
AscidianXbra K L T N ¥ &
ZebrafishXbra K L 8 N K L
XenopusXbra K L T N K M .
Mouse Xbra KLTNEKL GB.c
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Anexo 4. Estructuras de Xbra, VegT y Eomesodermin. Se diferencian tres segmentos
en cada uno, el primero es el terminal N, el segundo corresponde a la region T-box y el

tercero indica el terminal C (Conlon et al., 2001).

117 227 303 432
S Too |
1 47 238 374 454
veq T [T S
1 210 489 577 592

Eomes [ T

Anexo 5. Modelo de la via de localizacion vegetal de ARN (Kress et al., 2004).
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Anexo 6. A. Efecto de la delecién del ARN mensajero materno que codifica a VegT

(Kavka y Green, 2000 en Casey et al., 1999).

Normal VegT-depleted

Anexo 7. Modelos del mecanismo de accion de VegT (Kavka y Green, 2000).

Mesoderm

Ectoderm:
Mesoderm:
Endoderm:
Model 1 Model 2 Model 3
“Induced mesoderm” "Combinatorial “Gradient”

determinants”

D E VegT @ Mesodermal determinant (FGF?)

—> Mesoderm-inducing factor

Anexo 8. Accion de VegT sobre genes tanto endodermales como mesodermales

(Heasman, 2006).
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Anexo 9. Experimento de induccion mesodermal. Induccion del endodermo para formar

mesodermo (Stennard, 1998).

L}
", Animal
Presumptive Mesoderm
ectoderm
'
Presumptive Endoderm
endodearm
Currant Biology

Anexo 10. G. riobambae, hembra adulta. Foto por: Joselyn Prado, 2010
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Anexo 11. Distribucion de G. riobambae en el Ecuador (Coloma et al., 2004 en UICN,

2009).

Gasirofheca nobambae
total range area = 7,430 ki
range type

% MNative Extant

@ Introduced

7] Native Reintroduced
Possibly Extinct

@ Extinct

IUCN

Anexo 12. Cortes de oocitos para posterior analisis de la ubicacion espacial de VegT

national houndaries
-~~~ subnational boundaries
B lakes rivers, canals

=lt pans, intermittent rivers

elevation meters
8000

4000

o 3000

2000

map created 05/10/2005 Lo
CENTER
Rt

BIODIVERSITY 3
SCIENCE
- NatureServe

Corte horizontal

Corte sagital

Pala animal

Polo vegetal

Palo animal

] Polo vegetal
|




7

Anexo 13. Mapa del vector pGEM-T Vector Systems PROMEGA.

Xrmnl 1994
Scal Nagl
1875 V\ 2692
2 T7
f1 ori L 1 start
Apal 14
Aatll 20
w Spnl 26
Amp' BstZ| 31
PGEM®-T lacZ Neal a7
Vector T 1 Sacll 46
(3000bp)
Spel 55
Not! 62
BstZl 62
Pstl 73
Sali 75
Ndel 82
. Sacl 94
arn BstXi 103 3
Nsil 112 o
126 =
Tses [ < §

Anexo 14. Secuencia del gen VegT Clon 813 Gastrotheca riobambae. Desde la secuencia
del T-Box hasta los 17 nucleotidos conservados (marcados en gris). Extension de 1096

nucledtidos (Pérez, 2008).

5’GGATGTTCCCACAATGTAAGATAAGACTATTTGGGCTGCATCCTTACACAAAATACG
TGTTGCTGATGGACTTTACTCTTCAGGATAACTGCAGATACAAGTGGAACAAGAATCA
ATGGGAGGCTGCAGGAAAGTCAGAACCACAGCCACCATGCAGGACTTATATTCACCC
CGACTCTCCAGCACCCGGTTCCCACTGGATGAAGGATGTAATCCGCTTTCATAAGTTA
AAACTAACCAACAACACACTGGACCAACGTGGTCATATCATCTTGCACTCAATGCACA
AATATAAACCCAGGTTCCATGTCATCCAGTCCGATGATGCATGCAATATCGGCTGGGG
GTTACCGCAGGTGTTCAGCTTCCCAGAGACCGTGTTTACCGCAGTTACTGCTTACCAGA
ATGAGAAGATCACAAAATTAAAAATTGACCACAATCCATTTGCCAGAGGATTTCGGGA
TCTGGATTTAAGCCCCAGAATGGTTAACTTTTTGAAACTTCTGCCACAAAGTTCAAGCA
AACGTCTGAAAAAGTGGGAGGGCTGTCCTGAAGAAGAAGATGAAGATCACTGTAAAG
TTGCACATGTAATGGAAGAGCATGAGGATGTTTCTACAGGTGTATACGCACAGTGGGT
TCCAGATCAAGAAGGAAGTCAAAACCTGATGCCCAACTCCCCAGATTTGTCAGGATCT
CCAAAGCAAGAACAACAGGTTCCTTCATCTTCCTCCAACATGTTACACAGAAATGCAG
ACAAAAGATATCTTCAACCACCTTCAGGGTCTTTGGATTCCTGTGAAGCACAAGGGAG
ACGTCTTGCACAAGATGTTGCAACAGTGCCAGATTTTGATGCTTTTCAATTACCCTCAT
TCCGTTCACCACACTCTGCACAGGATCACTCAAGCGTAATGAACATTCCCATTGAAAC
ACCAATGAGACAGAGTCTGCGAGGACCCATGTATAACCCATATGGGGCAGAACAGTG
GATGGTTCCCACACAAGGGCAGTATCGCCCCATGAGCTACTCTTATCCAACAGAATTT
GGCACACAGGCGGCGGTCGCCCACCCACACAATAGTATGTCAGACTGGAGCCA3Z’
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Anexo 15. Secuencia del gen VegT Clon CmPI Epipedobates machalilla. Contiene la
secuencia conservada de 17 nucleétidos (marcada en gris). Extension de 1108 nucle6tidos

(Pérez, 2008).

5’AGGGCTGACCTTATGAGACTTGTTCCACAAAGTCCAAACACACGCCAGAAAAGAAA
GAAGTTGGAGAACAGTCCTGAAGAAGGAGATCATTGTAAAGTTGCACATTTGAAGGA
AGAGCCTGTTGATGTTCCTATGGGAGCATACGCACAGTGGCTTCAAAATCCTGAAGGA
AGCCAGAACCTGACCCCTAATTCCCCAGATTTGACAAGATCTCCAAGCCAGGAACAGC
AGGTTCCTTCATCTTCCTCAAGCTTTTTATCCAGAAGTCCAAACAAAAGATATCTTCAG
CCACTTCCAGGCTCTGTGGATTCGCATGAAGCCCAAGGCAGACTTCTCACACCAGATG
TTGCTACAGTGCCAGAGCCGGATGCTTTGCAGGTGCCTTCTTTCCATTCACTGCAGCCT
GCACAGGATCGCTCAAGCGTAATGAACCTTCCAATTGAAACACCAATGAGACAGAGTC
TGCGAGGACCTATATACGGCCCATATGGGGCAGAACAGTGGATGGTGCCTTCACAAGG
ACAGTATCGCCCCATGAGCTACCCCTACCCAACAGATCGAAGCGCACAGGGGGCAGT
CACCCACCCACATAATGGCATGTCAGACTGGAGCCAGTATTCTCTGTTTCCCTTTGCTT
GCTGGTGAATTGGAGGAAGTATTGAACATGGACGGGACAAACATATTACATGACACA
GCTATCTCATTTTTTTATTTTATTTTATATTTAGAGGTGAATATAAGTGGCTAAAATAG
ATATGGTTAAAAAATTGTTCTGGCATTAAAAACAATAATAATTTGGTACAAAGGAAGG
ATCCCTTTTGTCTATTGTGTATATACTTACATTGTTTTGCTTTTGATGTAAACTAAAAAT
TAGGAAGTAAAACTGATATTTCAACTCAATCAACAATATTACTGCTGTTGATTGGTGA
AGTTTTACTTTCCAGTCTAATGATGGACTAAATACAAATGAAAGATGGCCTTAGACTG
TGACTGGCACAAAGGATGGACTTCATGAAACGGATCATCTGCTGCACATACATTTTTA
AATAGCCTAAAGACATTTACCTCCTCTACCCATCTTCAGTTTACAGCTTGCTGGAAGAG
TGTA3’
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