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Resumen

La familia MARCKS esta constituida sélo por dos miembros, MARCKS (Myristoylated
Alanin-Rich C Kinase Substrate) y MRP. Ambas son proteinas naturalmente desplegadas, de
caracter acido y de distribucion ubicua, que son sustratos especificos de la proteina kinasa C (PKC).
Son reguladoras de la morfologia y motilidad celular, y se ha descrito su vinculacion a multiples
procesos relacionados al desarrollo del sistema nervioso, donde son especialmente abundantes.

En el presente trabajo identificamos y caracterizamos cuatro secuencias en el genoma del
pez cebra que corresponden a la duplicacion de MARCKS y MRP, que hemos denominado
marcksa, marcksb, mrpa y mrpb. Analizamos sus secuencias regulatorias, tanto a nivel gendmico
mediante el estudio de la region 1kb upstream, como a nivel del ARNm estudiando su region 3' no
traducida, identificando varios elementos que no habian sido estudiados hasta el momento en los
genes de la familia marcks. Nuestro andlisis ha sido realizado desde dos perspectivas
fundamentales: el de su posible funcionalidad, y el de sus relaciones evolutivas. Hemos analizado
algunas caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas putativas, y encontrado que ademas de su
homologia de secuencia con otras especies, la estructura de sus dominios y sus regiones consenso
de modificacién postraduccional también se encuentran conservadas. Describimos el patron
temporal de expresion de los cuatro genes, caracterizamos el patron espacial de expresion de
marcksa y marcksb en el sistema nervioso central durante el desarrollo, y comenzamos la
caracterizacion de mrpa y mrpb, generando ademas las herramientas moleculares para su analisis
ulterior. Comparamos sus patrones de expresion con los de algunos microARNs que identificamos
como buenos candidatos a reguladores de la abundancia de mensajeros de la familia marcks.
Mostramos ademé&s que marcksa y marcksb parecen ser funcionales, y que podrian tener roles
diferentes en el desarrollo del sistema nervioso. Caracterizamos los fenotipos morfantes de ambos
genes, y exploramos sus posibles interacciones mediante experimentos de doble silenciamiento,
identificando defectos en la gastrulacion. Estudiamos ademas los efectos del silenciamiento de
marcksa y marcksb sobre la formacién del esqueleto craniofacial, la polaridad del neuroepitelio, y la
diferenciacion de algunos tipos celulares en la retina.

En conclusion, mostramos que en el pez cebra existen dos genes marcks y dos mrp que
presentan grandes similitudes con sus ortdlogos previamente estudiados, y presentamos un
escenario evolutivo para sus sistemas de regulacion. MARCKSa y MARCKSb son esenciales para
el correcto desarrollo del sistema nervioso, y su deficiencia provoca severos efectos en la

morfogénesis.



INTRODUCCION



La familia MARCKS: aspectos generales

La proteina MARCKS (Myristoylated Alanin-Rich C Kinase Substrate) fue caracterizada a
principios de la década de 1980 como el principal blanco de fosforilaciones inducidas por
despolarizacion en preparaciones de sinaptosomas (Wu et al., 1982). La quinasa responsable de
dicha fosforilacion, resultd ser dependiente de Ca™/Calmodulina y de la estimulacion con
fosfolipidos: se trataba de la proteina quinasa C, PKC. El tnico otro miembro de la familia
MARCKS es una proteina estrechamente emparentada, inicialmente identificada por la similitud en
la secuencia de ADNc de cerebro de raton, MRP (MARCKS-Related Protein; Umekage & Kato,
1991), también llamada MacMARCKS, F52 por el porcentaje de identidad entre las secuencias de
raton con la de vaca y pollo, o MLP por MARCKS-like protein, con la que comparte sus principales
caracteristicas estructurales y funcionales

Originalmente descrita como una proteina con una Mr de 87 kDa en geles desnaturalizantes
(SDS-PAGE), hoy en dia se sabe que se trata de un polipéptido con una masa de alrededor de 30
kDa que presenta una migracion aberrante en este tipo de geles debido — entre otras caracteristicas —
a su baja solubilidad en SDS (Stumpo et al., 1989a), y que debe parte de su nombre a su cualidad de
sustrato de PKC: MARCKS (Myristoylated Alanin-Rich C Kinase Sustrate). Es una proteina de
caracter acido, de alrededor de 300 residuos aminoacidicos, con una estructura tridimensional
naturalmente desplegada que posee un extremo amino terminal unido covalentemente a un acido
miristico; un dominio conocido como MH2 que rodea al sitio de corte y empalme del ARNm dentro
del cual se ubica una secuencia consenso de fosforilacion no candnica en Ser25 por Cdks, especifica
de neuronas en diferenciacion (Zolessi et al., 2004a); y un “dominio efector” o ED rico en serinas
que le confieren una carga neta positiva, mediante la cual puede anclarse a la membrana plasmatica,
actuando en forma sinérgica con la cadena hidrofobica de miristato N-terminal, ya que por separado
ni el miristato ni el ED son suficientes para el anclaje. Este tltimo dominio, también llamado PSD
(phosphorylation site domain), es el blanco de las fosforilaciones por PKC que le dieron nombre a
la proteina. Al ser fosforilado el ED, las cargas positivas de las serinas que proporcionaban el
componente electrostatico de anclaje a la membranas son neutralizadas por los grupos fosfato,
modificando asi la localizacién de la proteina de una ubicacion en el cortex celular a una citosolica
(Blackshear, 1993; Arbuzova et al., 2002; Tapp et al., 2005).

Se sabe que cuando el ED no esté fosforilado se une a actina F, provocando su agregacion, y
también secuestra mediadores lipidicos de membrana como PIP2. Por estas cualidades, se ha
pensado que podria regular el recambio de membrana, y remodelacion del citoesqueleto (Sundaram
et al., 2004). Ademas, algunos resultados de nuestro laboratorio indican que el desensamblaje del

citoesqueleto de actina tiene por consecuencia la desfosforilacion de MARCKS en Ser25 (Toledo &



Arruti, 2009). Esta capacidad de regular la formacion del citoesqueleto de actina cortical, y de
interaccionar con multiples vias de sefializacion, le confiere a MARCKS un papel de pivot en
procesos celulares como el control de la polaridad, motilidad y adhesion (lioka et al., 2004).

Aunque presenta una localizacion ubicua, MARCKS es especialmente abundante en el
encéfalo (Blackshear et al., 1986; Ouimet et al., 1990) al igual que MRP, con la que comparte
caracteristicas estructurales y funcionales: ambas poseen un dominio N terminal miristilable, un
dominio MH2, y un ED de naturaleza acida rico en serinas, blanco de PKC y de union a Ca™/CAM,
actina y dacidos grasos (Arbuzova et al., 2002), y ambas son miristilables en respuesta a
estimulacion con lipopolisacarido (Aderem & Cohn, 1988).

La regulacion de estas proteinas no se restringe s6lo a un patron espacial, ya que el
seguimiento de los niveles proteicos por métodos fisicoquimicos durante el desarrollo del cerebro
de la rata ha mostrado que existe un nivel de regulaciéon temporal (Patel & Kligman, 1987).
Ademas, se ha observado que existe una relacion directa entre la presencia de la proteina MARCKS

y su ARNm (Stumpo et al., 1989a)

Los genes de la familia marcks

Como parte de una serie de trabajos fermentales del grupo de Perry Blackshear acerca de las
proteinas MARCKS, se clono el gen que codificaba la proteina MARCKS de bovino (Stumpo et al.,
1989a y b), y casi en paralelo y de forma independiente se clond y caracterizé el gen que codificaba
MRP (Umekage & Kato, 1991; Li & Aderem, 1992) a partir de bibliotecas gendmicas de cerebro de
raton y de macrofagos activados.

Debido a la disponibilidad de secuencias que conllevo la realizacion del proyecto Genoma
Humano, los primeros datos de analisis genémico provinieron del gen de humano, denominado
MACS (Macs en raton). Se trata de un gen con un promotor TATA-menos clasificado como de tipo
II, debido al marcado incremento en los niveles de ARNm en algunos tejidos durante la vida fetal.
Se ha mostrado que las 248 pb upstream al sitio de iniciacion de la transcripcion son importantes
para la funcién del promotor, a través de la union del factor trans Spl, y que este fragmento es
capaz de dirigir correctamente la expresion de XMARCKS, el gen homodlogo de Xenopus sp.
(Harlan et al., 1991; Shi et al., 1997).

El gen de MRP (MLP en humano, Mlp en raton, XMLP en Xenopus) posee una caja TATA en
una posicion cercana a -40 pb del sitio de inicio de la transcripcion (Umekage & Kato, 1991), y

aunque en la secuencia promotora ~400 pb upstream al sitio de inicio de la transcripcion existen



secuencias de union a factores trans como SP1, AP2, CTF y TFII-I, se ha observado que clones
carentes del extremo 5' son capaces de dirigir la transcripcion en cultivos celulares, probablemente a
través de secuencias regulatorias internas (Stumpo et al., 1998).

Algunos estudios realizados en raton han indicado que tanto la induccion de la expresion de
ambos genes — macs 'y mrp — en respuesta a lipopolisacarido (LPS), asi como su patrén de expresion
tisular son similares, sugiriendo una regulacion analoga. Curiosamente, el andlisis pareado de
ambas secuencias ha mostrado que la region regulatoria (~480 pb upstream al inicio de la
transcripcion) es so6lo modestamente similar presentando 37% de identidad, en tanto que sus
ortdlogos humanos poseen un 36% de identidad entre si (Lobach et al., 1993; Blackshear, 1993;
Stumpo et al., 1998).

Los genes macs, mrp, y sus respectivos homoélogos humanos poseen un tnico intrén ubicado
dentro de la region que codifica el dominio MH2, que separa 2 exones que son transcriptos y
constituyen el ARN mensajero candnico de estas proteinas. Sin embargo, existe evidencia que
indica que ambos genes tanto en ratones como en humanos podrian utilizar multiples sitios de inicio
de la transcripcion (Lobach et al., 1993).

Tanto en raton como en humano, de los mas de 4000 pb que poseen los transcriptos de macs
y de los mas de 1600 pb de los transcriptos de mrp, s6lo una pequeia parte codifica las pequefias
proteinas de la familia MARCKS de apenas 300 y 200 aa respectivamente, siendo la mayor parte de
los transcriptos constituidos por secuencia no codificante. De estas secuencias no codificantes, debe
destacarse la presencia de mas de 1 kb ubicado en el extremo 3'-no traducido (3'-UTR), region
habitualmente relacionada con sistemas postranscripcionales de regulacion de la expresion génica.
En efecto, ha sido descrita la presencia de un elemento ARES constituido por una serie de repetidos
de CU en el extremo 3'-UTR del mensajero de macs capaz de interaccionar en trans con factores
reguladores de la estabilidad (Wein et al., 2003). Este hallazgo es consistente con una serie de
experimentos independientes que exploraron la respuesta de la proteina MARCKS a drogas
(revisados en Blackshear, 1993) y mostraron que los niveles de¢ ARNm y de proteina pueden
cambiar rapidamente sin verse alterada la transcripcion del gen, sugiriendo la existencia de un nivel
postranscripcional de control de la expresion a través del control de la estabilidad de los mensajeros.
Tampoco existen antecedentes en la literatura referentes a ninguno de los genes de la familia
marcks en el pez cebra, ni en ningln otro pez teledsteo o cartilaginoso.

La proteina MARCKS en el desarrollo del sistema nervioso.

MARCKS es esencial para el correcto desarrollo del sistema nervioso. Este hecho ha sido
demostrado de la forma mas impactante quiza en los primeros experimentos de pérdida de funcion

en ratones knockout. En ellos el fenotipo es complejo, y presenta severas alteraciones anatomicas



derivadas de un cierre defectuoso del tubo neural como exencefalia, agenesia del cuerpo calloso y
otras comisuras asociadas a la falla de la fusion hemisférica, ectopia neuronal asociada a
perturbaciones de la laminacion cortical y retiniana, y la muerte perinatal es universal (Stumpo et
al., 1995).

Mediante estudios inmunohistoquimicos realizados en ratones se ha determinado que
MARCKS esta presente en el cortex celular de todas las células potencialmente involucradas en la
neurulacion, es decir, en el ectodermo superficial, las células neuroepiteliales, y el mesénquima
subyacente (Blackshear ef al., 1996). Algunos resultados de nuestro laboratorio han mostrado que
en embriones de pollo, durante los movimientos de curvatura, tanto de la placa neural para formar el
tubo, como de la placoda cristalineana para formar la vesicula cristalina, hay una acumulacion
apical de MARCKS en las células involucradas (Zolessi & Arruti, 2001a). Esta acumulacion
contribuye probablemente a los cambios de forma de las células, asocidndose al cinturon de actina
apical, y mediando el estrechamiento apical de las células de la placa que ocurre durante la
neurulacion primaria.

Se ha demostrado ademas que una de las isoformas de MARCKS descritas en nuestro
laboratorio, S25p-MARCKS se acumula tempranamente en territorios neurogénicos durante el
desarrollo del pollo, especialmente en neuronas en diferenciacion, constituyendo un marcador, ain
mas temprano que las proteinas Islet 1/2. S25p-MARCKS se acumula en la periferia celular y en los
axones en formacion de las neuronas ganglionares de la retina, de modo que podria tener también
un rol en la axonogénesis (Zolessi & Arruti, 2001b). Paralelamente, se ha reportado que el patron de
distribucion de MARCKS y S25p-MARCKS varia diferencialmente en diferentes regiones de la
retina del pollo entre el periodo neurogénico y la madurez (Zolessi et al., 1999; Zolessi & Arruti,
2004b) sugiriendo un sistema complejo de regulacion mediado en parte por un tradicional balance
entre quinasas y fosfatasas, asi como por la competencia mutuamente excluyente de fosforilaciones
en dominios diferentes (Toledo et al., trabajo enviado).

En cultivos de neuronas hipotaldmicas de rata, MARCKS se localiza en las neuritas, espinas
dendriticas y sinaptosomas, y colocaliza con las vesiculas sinapticas. El bloqueo de la fosforilacion
en el ED mediante la adicion de un péptido competitivo, inhibe la redistribucion de MARCKS en
las neuritas promovida por angiotensina II, provocando su acumulacién en regiones varicosas (Lu
etal., 1998).

Estudios realizados con construcciones no fosforilables en el ED sustituyendo serinas por
asparaginas, no miristilables, o seudofosforiladas mediante el reemplazo de rediduos de serina por
aspartato han mostrado que la interaccion de MARCKS con la membrana plasmatica de neuronas
de hipocampo en cultivo, induce la ramificacion dendritica. Estos resultados han sido reproducidos

in vivo, mediante electroporacion intrauterina de las construcciones. Segin se ha reportado,



MARCKS promueve la formacion de filopodios de dos tipos, unos estaticos, que no presentan
variaciones temporales en su longitud, y otros de caracter dindmico con movimientos de extension y
retraccion. Ademas, promueve también el aumento de la movilidad espontanea de los filopodios por
un mecanismo dependiente de PIP2 (Li et al., 2008).

Mas recientemente se ha demostrado que hay un enriquecimiento en MARCKS en la region
apical de los progenitores de la glia radial cerebral de ratones, y que alli colocaliza con complejos
de sefializacion relacionados con la polaridad formados por PAR3/PAR6/aPKCC donde podria
actuar como moduladora mediante mecanismos aun no elucidados. Mas aun, en mutantes nulos de
MARCKS los progenitores de la glia radial se localizan en posiciones aberrantes del cortex durante
la corticogénesis, lo que provoca una severa afectacion de la migracion y consecuentemente de la
laminacion neuronal (Weimer ef al., 2009).

Estos resultados, y la observacion de que S25p-MARCKS no es detectable en la glia de la
retina en ninguna de las etapas estudiadas (Zolessi & Arruti, 2004b) sugieren que de las posibles
modificaciones postraduccionales de MARCKS, al menos la fosforilacion en S25 no estaria
involucrada en el establecimiento de la polaridad, ni en el proceso de laminacién neuronal, que

parecen ser dependientes de la miristilacion en el extremo amino terminal (Weimer et al., 2009).

El pez cebra como modelo de desarrollo del sistema nervioso.

El embrion de pez cebra (Danio rerio) provee un sistema ideal para el estudio genético y
molecular del desarrollo de los vertebrados. Es transparente en las primeras etapas, posee un corto
tiempo de generacion, su desarrollo es externo, y los embriones pueden obtenerse en grandes
cantidades. El gran volumen de informacion disponible acerca de los fenomenos celulares y
moleculares que tienen lugar durante el desarrollo de estructuras del sistema nervioso puede
atribuirse en parte a algunas de estas caracteristicas que posicionan al pez cebra en situacion de
ventaja respecto a otros organismos modelo de investigacion.

En los peces teledsteos, el tubo neural se forma por un proceso diferente a los de neurulacion
del resto de los vertebrados. En este grupo zooldgico, la placa neural origina una estructura
transitoria denominada quilla neural. Esta es un primordio condensado, sin lumen, que se forma por
un proceso de convergencia epitelial hacia la linea media, y plegamiento sobre la misma, en un
proceso comparable al arreglo paralelo de los pliegues neurales que ocurre en la neurulacion
primaria (Kimmel et al., 1995). La convergencia de los tejidos dorsales es critica para la formacioén
de un centro de neurulacidon unico, y estd dirigida en gran parte por la via de PCP (Planar Cell

Polarity), y mediada por la via no canonica de Wnt (Bally-Cuif & Vernier, 2010).



Las caras apicales de las células de los lados derecho e izquierdo de la placa neural, que
originariamente se encuentran en la superficie externa, se yuxtaponen enfrentando sus extremos
apicales hacia la linea media de la quilla neural en formacion, que luego de redondearse formara el
cordon neural. Estas caras apicales son las que posteriormente se alejan unas de otras cavitando el
cordon para formar el neurocele.

El plegamiento y yuxtaposicion de las mitades izquierda y derecha de la placa neural
requiere del establecimiento de puntos bisagra, proceso mediado por la actividad de genes zic como
reguladores del citoesqueleto y de moléculas de adhesion como cadherinas. La formacion del
cordon neural implica la intercalacion radial de las células, y la actividad de factores de
mantenimiento de la estructura epitelial o de la polarizacion celular como la N-cadherina. El cordon
es mantenido por una combinacioén de procesos de epitelializacion, establecimiento de la polaridad
apico-basal, y de la translocacion de las células hijas al lado opuesto del cordon luego de cada
division. La coordinacion de estos eventos integra sefiales de las vias PCP y Par3/Par6/aPKC, y es
esencial para la formacion del neurocele.

El proceso de cavitacion ocurre en la fase tardia de la segmentacion y depende en gran
medida de la actividad de una ATPasa de Na'/K" que crea un gradiente idnico que mediante un
efecto osmotico permite la formacion de una cavidad llena de liquido cefalorraquideo embrionario.
Debido al gran solapamiento que existe entre los procesos de segmentacion y neurulacion es que en
el desarrollo del pez cebra no se distingue una fase individual de néurula, como ocurre con otros
grupos de vertebrados (Kimmel ez al., 1995).

Los primordios Opticos se forman inicialmente como masas celulares s6lidas que brotan de
la porcion anterior de la quilla neural en la region que originard el diencéfalo. La luz de las
vesiculas oOpticas surge a posteriori dentro del primordio por un proceso de cavitacion
paralelamente con la formacion de los ventriculos en la quilla neural (Schmitt & Dowling, 1994).

A las 16 horas post fecundacion (hpf) la vesicula optica es aplanada y consta de dos
poblaciones epiteliales columnares de aproximadamente el mismo grosor, la capa medial y la capa
lateral, separadas por el lumen 6Optico. En las horas siguientes, la vesicula toma forma de copa y sus
dos capas adquieren caracteristicas diferentes. Las células cubicas de la capa medial-dorsal se
aplanan para formar un epitelio escamoso que se extiende ventral y lateralmente hasta ocupar toda
la capa medial, y se pigmentan haciendo reconocible ya el epitelio pigmentario. La capa lateral se
mantiene columnar y se engrosa considerablemente para originar la retina neural (Li ez al., 2000). A
las 24 hpf, la copa optica es esencialmente esférica y posee aberturas en la pupila y la cisura
coroidea.

El primordio ocular comprende la retina neural, el epitelio pigmentario y el cristalino, y su

morfogénesis puede dividirse en cuatro etapas: evaginacion de un bolsillo a los lados del cerebro



para formar la vesicula Optica; la elongacion de la vesicula optica con la formacién de un surco que
limitara el contacto entre el ojo y el cerebro para constituir el tallo Optico; invaginacion de la
superficie lateral de la vesicula para formar una copa en que la retina neural y el epitelio
pigmentario envuelven al cristalino a medida que emerge del ectodermo suprayacente hasta que el
cristalino se desprenda del ectodermo por completo. Casi enseguida, comienza la fase de
diferenciacion neuronal posmitdtica que ocurre como una oleada que se desplaza desde el centro
hacia la periferia de la retina. Esta fase neurogénica es inducida en etapas tempranas por la via de
Hedgehog que dirige una oleada de expresion de shh y de neurogénesis a lo largo de la capa de
células ganglionares (GCL), que es la que contiene a las primeras neuronas de la retina en nacer
(Neumann & Niisslein-Volhard, 2000). La diferenciacion de las células ganglionares ocurre
alrededor de las 32 hpf'y es seguida por las células de la capa nuclear interna.

Los axones retinianos se originan en la capa de células ganglionares, que constituyen el
principal tipo celular en la capa celular més interna de la retina. Los axones discurren radialmente
hacia el nacimiento del nervio Optico cerca del centro de la retina y salen del ojo. Luego cruzan la
linea media del animal e ingresan al tracto Optico contralateral, por donde discurren en sentido
dorsal a través del diencéfalo hasta que alcanzan los nucleos pretectales y el fectum Optico a las 48
hpf. El tectum, que se ubica en el techo dorsal del mesencéfalo es el area visual primaria de los
vertebrados no mamiferos y, probablemente, el principal responsable de la vision espacial de alta
resolucion. La arborizacion axonal se refina con el tiempo a través de mecanismos dependientes de
la actividad (Schmidt, 2004). La diferenciacion de conos y bastones ocurre alrededor de 55 hpf,
cuando ya pueden reconocerse los segmentos externos, y a las 65 hpf ya se evidencia diferenciacion
funcional de los fotorreceptores. Los primeros axones retinianos alcanzan el fectum antes que
comience toda funcion visual, pero alrededor de 3 dpf, las larvas ya comienzan a mostrar
comportamiento evocado por estimulos visuales, y a los 5 dpf ya es posible observar
comportamientos como la respuesta optocinética (okr, Easter & Nicola, 1996; Neuhauss, 2003).

Durante la morfogénesis normal de la copa Optica en el pez cebra rara vez se observan
células apoptoticas, por lo que la muerte celular no parece tener un papel importante en este
proceso, y el bloqueo de la division celular mitotica tampoco parece tener efectos mas que en el
tamafio afectando la cantidad de células y el tamafio de las mismas, pero no afecta la organizacién
(Kwan et al., 2012).

Hasta el momento en que comenzd el presente trabajo de tesis, existian datos parciales de la
bioquimica, distribucion y funcion de las proteinas MARCKS en humano (Blackshear, 1993), raton
(Stumpo et al., 1995), rata (Blackshear et al., 1986; Nakaoka et al., 1993 y 1995), bovino (Wu et
al., 1982; Chao et al., 1994; Filley et al., 2000), pollo (Graff et al., 1989 a, b y ¢) y anfibio (Ali et

al., 1997; lioka et al., 2004). Los genes marcks y mrp fueron mapeados, parcialmente



caracterizados en humano y su expresion estudiada en humanos (Harlan et al., 1991; Blackshear et
al., 1992), macaco (Higo et al., 2002), raton (Blackshear et al., 1992), rata (Patel & Kligman, 1987;
McGill & Brooks, 1997; McNamara & Lenox, 1998), pollo (Graff et al., 1989a), anfibio (Zhao et
al., 2001; Shi et al., 1997; Ali et al., 1997). Los tnicos datos existentes de anamniotas son los del
anfibio Xenopus laevis, y el reciente trabajo de pez cebra (Ott et al, 2011), careciendo de
informacion de grupos de divergencia mas ancestral. Siendo las proteinas de la familia MARCKS
han sido identificadas exclusivamente en vertebrados gnatostomados hasta el momento, el estudio
de las mismas y de sus genes en los peces teledsteos presenta relevancia desde el punto de vista
evolutivo. Por otra parte, debido a la estrecha relacion que presentan las proteinas de ésta familia
con el desarrollo del sistema nervioso, resulta ineludible su estudio a la luz de un modelo como el
pez cebra, en el que es posible realizar manipulaciones genéticas de manera técnicamente accesible,

y del que existe un gran volumen de informacion sobre su embriologia.



Objetivos

Objetivo general

Estudiar la expresion y funcién de los genes ortdlogos de MARCKS en el desarrollo

temprano del pez cebra.

Objetivos especificos

(1) Identificar y caracterizar la expresion del o los ortélogos de marcks y mrp mediante analisis in
silico.

(2) Caracterizar el patron de expresion de marcks en el embridon de pez cebra.

(3) Estudiar los efectos del silenciamiento génico de los posibles ortdlogos de marcks en el embrion

de pez cebra.



MATERIALES Y METODOS



Reactivos bioldgicos

Se utilizaron peces cebra tipo salvaje exocriados obtenidos de acuaristas locales, y de la cepa
SAT (Sanger AB Tiibingen, http://zfin.org/ZDB-GENO-100413-1). Los peces fueron mantenidos a

27 °C en condiciones de cria estandar (http://zfin.org/zf info/zfbook/cont.html).

Cultivo de embriones

Los embriones de pez cebra se cultivaron a 28 °C en medio E3 (5 mM NaCl/ 0,17 mM KCl/
0,33 mM CaCl,2H,0/ 0,33 mM MgSO, 7H,0) suplementado con tampon fosfato 0,1 mM y azul de
metileno (1 ppm) como antifiingico (http://zfin.org/zf info/zfbook/cont.html).

Antestesia

Los embriones de pez cebra fueron anestesiados con eugenol 100 ppm de acuerdo a lo
descrito en la bibliografia (Grush et al., 2004). Se prepar6 una solucion stock de eugenol 10% en
etanol 95%, y la solucidn de trabajo 100 ppm en medio E3 se prepar6 en el momento.

El eugenol (4-alil-2-metoxyfenol) se obtiene del aceite de clavo de olor (Eugenia aromatica)
y representa entre un 70 y un 95% del peso de este aceite esencial. Esta sustancia que posee un
grupo vainilloide ha sido utilizada desde hace mucho tiempo como anestésico local en odontologia.
Recientemente se ha demostrado que ejerce su accion anestésica inhibiendo corrientes de calcio y
de sodio dependientes de voltaje en neuronas sensoriales primarias dentales en ratas (Park et al.,
2006) y corrientes de potasio dependientes de voltaje en neuronas del trigémino (V) también en
ratas (Li et al., 2007) de manera independiente del TRPV1.

El eugenol es un anestésico mas eficiente en el pez cebra que el metanosulfonato del etil
éster del acido 3-aminobenzoico (tricaina, MS-222), ya que permite obtener los mismos planos de
anestesia con dosis menores y mas rapidamente, y posee un rango de seguridad mayor (Grush et al.,

2004).



I. Identificacion y caracterizacion de la expresion del o los ortdlogos de marcks y mrp

mediante analisis in silico



Analisis de secuencias

Uso de codones

Se tomaron las regiones codificantes de los ADNc y se realizd un analisis de adaptacion
utilizando GCUA (Graphical Codon Use Analyzer; Fuhrmann et al., 2004). El analisis asigna un
valor de 100 para el codon de uso mas frecuente para un determinado aminoacido, y luego asigna
valores proporcionales al resto de los codones para el mismo aminoacido en funcion de su
frecuencia. Se utilizaron como valores de referencia los de la tabla de uso de codones del pez cebra

(http://zfin.org/zf info/monitor/vol2.2/1.html).

Prediccion de islas CpG

Se obtuvieron las secuencias 1kb 5' al codén +1 del gen a partir de los ensambles
gendmicos. Dichas secuencias se analizaron utilizando el software cpgplot (Larsen et al., 1992)

dentro de una ventana de 200 pb, considerando las islas putativas de longitud mayor a 50 pb.

Prediccion de promotores

La prediccion de regiones promotoras y de regiones de union a factores trans se realizé con
Proscan (http://www-bimas.cit.nth.gov/molbio/proscan/) sobre la secuencia 1kb de los genes de
interés. Se realiz6 ademas una busqueda de secuencias consenso con el software GeneRunner

(Hastings Software).

Prediccion de parametros fisicoquimicos y sitios de fosforilacion de las proteinas

El analisis teorico de parametros fisicoquimicos se realizd6 con el software ProtParam
(Gasteiger et al., 2005). El programa calcula la masa molar molecular mediante la suma de las
masas isotopicas promedio de los aminodcidos y la masa isotdpica promedio de una molécula de
agua. El pl es calculado utilizando valores publicados de pKa de los aminoacidos, determinados por
la movilidad en un gradiente de pH de 4,5 a 7,3. Los valores resultantes pueden considerarse como
una aproximacion a los valores experimentales, ya que las proteinas de la familia MARCKS son de
caracter acido, y es en este rango que el programa ha mostrado ser eficiente. Sin embargo la
capacidad de buffer intrinseca de las proteinas podria afectar este calculo, lo que debe ser tenido en

cuenta ya que hasta el momento no hay estudios experimentales de las caracteristicas fisicoquimicas



de estas proteinas en el pez cebra.

Para identificar los sitios putativos de fosforilacion se utilizo el software NetPhos (Blom et
al., 1999), que utiliza un algoritmo basado en redes neurales no lineales, entrenadas para la
prediccion de serinas, treoninas o tirosinas fosforilables dependiente de contexto, reportando los
resultados con una probabilidad mayor a 0,7. El sistema analiza una ventana de nueve residuos pata
tirosinas y treoninas, y de once residuos para las serinas; luego superpone los datos con un analisis
de una secuencia peptidica de 33 residuos con centro en el sitio de fosforilacion putativo, de la que
realiza un mapa de contactos con el carbono alfa. De este modo evalua la probabilidad de que el
sitio sea espacialmente accesible a la quinasa, siendo el resultado global un valor de probabilidad de
fosforilacion determinada por la secuencia, su entorno y la accesibilidad debida a la conformacion
tridimensional local.

La prediccion de sitios de miristilacion se realizd con el software NMT
(http://mendel.imp.ac.at/myristate/SUPLpredictor.htm, Maurer-Stroh ef al., 2002). En el analisis se
incluyeron los residuos internos de glicina ademas de los terminales. El algoritmo que utiliza el
predictor es de cardcter mixto y evalua tanto la tendencia en la composicion de la secuencia en el
extremo amino terminal, asi como las propiedades fisicoquimicas del patrén de cadenas laterales de
los aminoacidos de la secuencia consenso de miristilacion. La tasa de prediccion de falsos positivos

se ha estimado cercana al 0,5%.

Busqueda de sitios putativos de union a microARNs

La busqueda se realiz6 utilizando el servidor MicroCosm
(http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm). Con el propdsito de valorar los candidatos se realizod
un tamizado de los microARNs con mayor puntaje en funcion de los patrones de expresion
espaciales (hibridacion in situ) y/o temporales (RNA-seq) conocidos (Chen et al., 2005; Wienholds
et al., 2005), de los cuales se seleccionaron los 2 candidatos mejor puntuados que ademas se
expresaran durante el desarrollo en la ventana temporal de las 0 — 48 hpf. El algoritmo miRanda
busca alineamientos con la méaxima complementariedad local, que corresponde a un duplex
antiparalelo de doble hebra. Se otorga un puntaje positivo a un apareamiento de bases
complementario, y un puntaje negativo a los mismatches, gaps y a extension de gaps. Los puntajes
derivados del extremo 5' del miARN se multiplican por un factor de escala de 4.0 para ponderar la
aparente importancia (derivada de datos experimentales) de un alineamiento tipo Watson-Crick
perfecto. El puntaje total (score) resulta de la suma de estos puntajes a lo largo del miARN wvs. el

alineamiento de UTR.



Busqueda de sitios regulatorios en los ARNm

La busqueda se realizé utilizando el software Transterm (Jacobs et al., 2006), seleccionando
entre los resultados aquellos que identificaran secuencias consenso mayores a 5 pb para minimizar
falsos positivos por aleatoriedad. Se realizaron ademas busquedas en la base de datos de secuencias

de elementos funcionales de regiones no traducidas de eucariotas UTRdb (Pessole et al., 2002).

Alineamiento de secuencias

Alineamientos multiples

Las secuencias de proteinas se obtuvieron realizando bisquedas con secuencias de proteina
obtenidas a partir de ADNcs traducidos in silico. Las secuencias genomicas se obtuvieron mediante
alineamiento de las secuencias de ADNc contra el ensamble de genoma utilizando BLAST. Las

secuencias se alinearon globalmente utilizando clustalW2 (Larkin et al., 2007).

Alineamientos pareados

Para realizar los alineamientos pareados de ARNm se utiliz6 EMBOSS Stretcher (Myers &
Miller, 1988), que realiza un alineamiento global, y se utilizo la matriz de sustitucion DNAfull con
un valor para el primer gap de 16 y una penalizacion por extension de gap de 4.

Los alineamientos locales de secuencias proteicas se realizaron con EMBOSS Water,
utilizando la matriz EBLOSUMS62. El programa utiliza una modificacion del algoritmo de
Smith-Waterman que permite maximizar el puntaje de cada alineamiento en el orden de pasos mn,
siendo m y n los largos de las secuencias a comparar, obteniendo un alineamiento local 6ptimo
mediante la comparacion de todos los alineamientos posibles y seleccionando el mejor. La apertura
de un gap recibidé un valor de penalizacion de 10, mientras que la extension de gap recibio un valor

de 0,5.

Alineamientos ARNm-genoma

Se utilizo6 el software Spidey (www.ncbi.nlm.nih.gov/spidey/) y se alinearon las secuencias

de los mensajeros BC095101 (marcksa), BC092814 (marcksb), NM 213223 (mrpa), NM 213133



(mrpb) con el ensamble genémico de pez cebra zv9 (http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio/Zv9

assembly information.shtml).

Reconstruccion de filogenias

Para la reconstruccion de filogenias se realizaron arboles de mdaxima verosimilitud
utilizando el software PhyML 3.0 (http://www.phylogeny.fr) con el algoritmo aLRT que utiliza el
modelo de sustitucion WAG para proteinas y reporta arboles con apoyo estadistico similar al de
bootstrap.

El control de las filogenias reconstruidas se realizo utilizando el software MEGA4 (Tamura
et al., 2007) mediante un analisis de soporte estadistico de bootstrap con 1000 réplicas utilizando el
modelo de Tamura-Nei y se colapsaron las ramas con soporte estadistico menor a 0,5.

Los arboles se procesaron utilizando el software figtree 1.3.1 (http://tree.bio.ed.ac.uk/).



I1. Caracterizacion del patron de expresion de marcks en el embrion de pez cebra.



Salvo cuando se indica lo contrario, las técnicas fundamentales de biologia molecular

utilizadas son las descritas en Ausubel ef al., 2006 y Green et al., 2007.

Disefio de primers

Se obtuvieron las secuencias conocidas de los genes de interés (marcksa, marcksb, mrpa,
mrpb, rpli3a, efla) de la base de datos GenBank. Se disefiaron oligonucleotidos cebadores (en
adelante primers) que presentaran complementariedad especifica con las secuencias de los genes de
interés con la asistencia del software FastPCR (Kalendar ez al., 2009). Las Tm de los primers se
calcularon mediante el algoritmo de Allawi (Allawi & Santalucia, 1997). En todos los casos se
intentd6 minimizar las diferencias en las Tm del par de primers, mantener el contenido GC en el
entorno del 50% vy, con el fin de identificar posibles contaminaciones con ADN gendmico, dirigir
los primers a regiones exoénicas interrumpidas por intrones que durante la maduracion del
mensajero se eliminaran, pudiendo asi reconocer el origen del producto de PCR de acuerdo a la
migracion relativa del amplicon en una electroforesis en gel.

En los casos en que se disenaron primers para PCR cuantitativa en tiempo real (en adelante
qPCR), se prefiri6 ademas que el extremo 3' de los primers coincidiera con la regla WSS SSW
SWS, siendo W=A/T y S=G/C. Se consideré también que los productos tuviesen entre 100 y 200
pb, y que los primers estuvieran dirigidos a secuencias producto de corte y empalme por lo que,
idealmente, no se aparearian con ARNs inmaduros ni ADN gendmico, amplificando asi inicamente

ADNCc derivado de mensajeros maduros.

Clones y construcciones

Los clones de marcksa (nimero de acceso BC095101) y marcksb (nimero de acceso
BC092814) de pez cebra se obtuvieron de openBiosystems en el vector pME-18S. El vector
receptor pCS2+ (Kawakami et al.) fue generosamente donado por el Dr. Manuel Aybar de la
Universidad Nacional de Tucuman, Argentina.

Las secuencias de mensajeros de mrpa y mrpb fueron clonadas en el vector T pJET1.2

(Fermentas) a partir de productos de PCR.



Subclonado de marcksa'y marcksb

Transformamos células de E. coli XL1-blue competentes con los plasmidos conteniendo los
clones marcksa o marcksb y con el plasmido aceptor pCS2+. Realizamos la digestion con las
enzimas de restriccion EcoRI y Xhol (Fermentas) para liberar del vector pMEI8S un inserto que
contuviera las secuencias completas de marcksa o marcksb, asi como para generar extremos
cohesivos. En paralelo se realizo la digestion del vector pCS2+ en las mismas condiciones. Los
productos de las digestiones fueron cuantificadas densitométricamente a partir de electroferogramas
de geles de agarosa al 1% utilizando el software de codigo abierto ImageJ (Abramoff et al., 2004).

Las reacciones de ligacion con T4 ligasa (Fermentas) se llevaron a cabo durante 16 hs a
10°C utilizando una relacién molar 3:1 (inserto:vector). Para mejorar la eficiencia de las reacciones
de transformacion (Michelsen, 1995) inactivamos la ligasa mediante la incubacion a 70 °C durante

15 min. El protocolo experimental se muestra en la tabla MM-1.

Tabla MM-1. Transformacion de E. coli XL1-blue competentes con pCS2+marcksa y marcksb.

se transformo con cantidad objetivo
pCS2+marcksa (ligacion) 10 pL. experimental
pCS2+marcksb (ligacion) 10 uL experimental
pCS2+ 1 pL control positivo
Sin plédsmido - control negativo

Estriamos 10 colonias de cada placa de transformacion y purificamos con una segunda
estria. Como se observo inestabilidad en las colonias de la primera estria, probablemente por
sobrecrecimiento de colonias satélites, la segunda estria se realizd en placas de LB-agar con menor

concentracion de antibidtico (80 pg/mL) y se las crecio a baja temperatura (30 °C).
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Figura MM-1. Mapas de los plasmidos donador pME18S (A) y aceptor pCS2+ (B). Se

indican las principales caracteristicas y sitios de restriccion.

Como las colonias presentaban la inestabilidad antes mencionada, introdujimos los

plasmidos mediante transformacion en la cepa de E. coli MC4100, segin el esquema de la tabla



MM-2.

Tabla MM-2. Transformacion de E. coli MC4100 competentes con pCS2+marcksa o pCS2+marcksb

se transformo con cantidad objetivo
pCS2+marcksa 3ul experimental
pCS2+marcksb 3ul experimental
pCS2+ 1 pL control positivo
Sin plédsmido - control negativo

Estriamos 5 colonias de transformantes y las purificamos mediante una segunda estria. Las

cultivamos en medio liquido y las almacenamos a -80 °C hasta su uso.

Clonado de mrpa y mrpb

Se disefiaron primers que presentaran complementariedad con las secuencias publicadas de
los ESTs mrpa y mrpb (nimeros de acceso NM213223.1 y NM213133.1 respectivamente), cuyas
caracteristicas se detallan en la tabla MM-3). Se optimizaron las reacciones de RT-PCR para
amplificar la secuencia completa de los transcriptos de interés, y se purificaron los productos de
PCR a partir de bandas de geles de agarosa con el método de Heery et al. (1990), consistente en
escindir con un escalpelo la banda de interés del gel y eluir el ADN de la agarosa en un colchén de
lana de vidrio estéril mediante centrifigacion. Posteriormente se precipita el ADN con acetato de
sodio y etanol como se describira. Los eluatos fueron concentrados mediante precipitacion con
acetato de sodio y etanol en presencia de dextrano como carrier.

Las bandas eluidas fueron cuantificadas densitométricamente a partir de electroferogramas
de geles de agarosa al 1% como se describi6 anteriormente. Los geles duplicados fueron expuestos
a la radiacion UV durante el menor tiempo posible a fin de minimizar la aparicion de mutaciones
derivadas del procedimiento experimental, y recortamos las bandas correspondientes a mrpa y
mrpb amplificadas a partir de cerebro. Eluimos el ADN de las bandas y lo purificamos mediante
precipitacion con etanol y acetato de sodio. Las reacciones de ligacion en el vector pJET1.2 (figura
MM-2) se realizaron siguiendo las insrucciones del fabricante del kit (Genelet II, Fermentas) y la

ligacion se efectud durante 16 hs a 10 °C.



Tabla MM-3. Primers para amplificacion de mrpa y mrpb (longitud completa) para clonado.

Gen (residuos Nt . Tm Tamafio del producto
Nombre del primer y secuencia ]
de la proteina) (Allawi) esperado

sqcf - ATACCGATCCCAGGCATCAAAGGGAGGAGTGGCT 68,2 °C

mrpa (MGSQ) 619 pb
sqcr - CCTTCTGTTCAGATGGTGCAGGTGT 60,5 °C
agcf - ATGGGTGCTCAGTTGACT 53,8°C

mrpb (MGAQ) 668 pb
agcr - GTCTAGGTTGTCACAGCG 53,2°C

blunt-end
PCR product
Xbal

Bglll

Btgl
Eco130I

Figura MM-2. Mapa del vector T pJET1.2. Se indica el sitio de clonado multiple con
los sitios de restriccion y las principales caracteristicas del plasmido.

Transformacion y seleccion de colonias transformantes

Para la transformacion con productos de ligacion se utilizo la cepa de E. coli XL1-blue,
previamente seleccionada por su resistencia al 4cido nalidixico. Para hacer competentes a las células
se utilizé el método del cloruro de calcio (Hanahan, 1983), y se las transformoé con la mezcla de
ligacion mediante un choque térmico a 42 °C durante 45 segundos y mediante el protocolo usual
(Green et al., 2007). Se sembré un volumen de 100 pL de la mezcla de transformacion en placas de
LB-agar con 100 pug/mL de ampicilina para seleccion negativa de los transformantes por su
resistencia al antibidtico. En todas las reacciones de transformacion se utilizd6 como control positivo
el plasmido pBluescript KS+ y como control negativo las células competentes sin ADN exdgeno.

Se seleccionaron multiples colonias de las placas de transformacion y se purificaron

mediante doble estria en placas con antibidtico. En ninglin caso se utilizd seleccion positiva por



complementacion en a, ya porque el vector pCS2+ no lo permite, o bien porque el vector pJET en
que se realizo el clonado con extremos romos posee el sitio de multiple clonado interrumpiendo un
gen letal que impide el crecimiento de colonias que incorporan plasmidos autoligados.

Las colonias purificadas fueron cultivadas en medio liquido con antibiotico y el ADN
plasmidico purificado mediante minipreps caseras.

En los casos en que debid transformarse con plasmidos que no eran productos de ligacion se
utilizé el método de transformaciéon rapida de Chung (Chung et al., 1989), y se realizaron las

selecciones correspondientes de forma analoga a la anteriormente descripta.

Purificacion y concentracion de acidos nucleicos

El ADN se concentré utilizando 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M pH=4,8 y 2
volimenes de etanol absoluto.

Para optimizar el tiempo de precipitacion se introdujo una modificacion al protocolo de
Ausubel et al. Como la precipitacion del ADN en presencia de acetato de sodio y etanol es funcion
de la temperatura, una vez preparada la mezcla de precipitacion se sumergieron los tubos en
nitrogeno liquido para sustituir prolongadas incubaciones en hielo o en freezer, y se procedi6 a la

centrifugacion y procesamiento habitual.

Purificacion de ADN plasmidico utilizando minipreps con columnas de fabricacion casera

(Merlin)

Se purifico el ADN plasmidico utilizando lisis alcalina y purificacion por adsorcion en tierra
de diatomeas segun el protocolo gentilmente comunicado por el Dr. Ravi Iyer (Harvard University
Medical School, Boston, MA).

El cultivo liquido se centrifugd durante 30 seg a 12000 rpm hasta obtener un pellet seco que
se resuspende en el buffer Merlin I (50mM Tris.HCI pH 7.5, 10mM EDTA, 100 pg/ml RNasa A
libre de DNasa). Se realizé una lisis en medio basico con la solucion Merlin II (0.2M NaOH, 1%
SDS), que luego se neutraliz6 y precipité el ADN gendémico con el buffer Merlin IIT (14,3% &cido
acético glacial, 12,27% m/v acetato de potasio). Se centrifugd durante 5 min a 12.000 rpm y se
recuperd el sobrenadante con el ADN plasmidico en solucion. Este se adsorbio a una suspension
1,5% m/v de tierra de diatomeas en una solucién caotropica de 6M clorhidrato de guanidina pH=5,5

en buffer Merlin III. Se acopl6 una columna de minifuga limpia con un filtro a una linea de vacio



para retener la fase solida de la suspension y se lavd con 2 volumenes del buffer Merlin V (20mM
Tris-HC1 pH=7,5, 200mM NaCl; SmM EDTA, 50% etanol). Se centrifugd brevemente para secar
las columnas y finalmente se eluyd el ADN plasmidico con 50 uL de agua mQ a 60 °C y se
centrifugd durante 30 segundos a 12000 rpm. Volvimos a purificar el ADNp mediante precipitacion
con etanol y acetato de sodio (figura 31 B). Como ambos plasmidos poseian el inserto en la misma
orientacion (figura 31 A), linealizamos el ADNp recuperado con una digestion con la enzima de
restriccion EcoRI (figura 31 C), y lo volvimos a precipitar (figura 31 D).

Los moldes linealizados y purificados se transcribieron; verificamos el procedimiento en un
gel de agarosa (figura 32 A), y transferimos a una membrana para determinar que la marca hubiera

sido incorporada (figura 32 B).

Sintesis de ADNc¢ molde quimérico con promotores virales para transcripcion in vitro de

ribosondas marcadas con digoxigenina

Se disefiaron cebadores para obtener sondas antisentido de tamafio pequenio (< 200pb) y
adicionando en el cebador 3' una secuencia promotora de la ARN polimerasa ADN dependiente del
bacteriéfago T7. Las combinaciones de cebadores utilizadas se detallan en la tabla MM-4. Se
agregd ademds del promotor minimo una secuencia lider 5' y una espaciadora 3' con el fin de

incrementar la afinidad de la enzima por el promotor (Tang et al., 2005).

Tabla MM-4. Primers para amplificacion de mrpa y mrpb con sitios promotores de la polimerasa viral T7

para sintesis de ribosonda antisentido.

) Tm Tamafio
Gen Nombre del primer y secuencia ]
(Allawi)  esperado
sqsf T7 - GAAATTAATACGACTCACTATACCCTGCAGAACCGTTGGTGG 64,9 °C
mrpa - 189 pb
P sgsr - GATCCCAGGCATCAAAGGGAGG 59,9 °C P

agsf_t7 - GAAATTAATACGACTCACTATACCTTTGCAGCCTCGCCGTCAGAT 65,9 °C

mrpb 165 pb
agsr CGGAGATGTATCCACCAAGCCA 58,6 °C

Los residuos destacados con fondo gris corresponden a la secuencia lider 5', los destacados con fondo
amarillo corresponden a la secuencia consenso del promotor viral T7, y los destacados con fondo celeste
corresponden al espaciador 3'; en tanto, los residuos con fondo sin destacar corresponden a la secuencia a

hibridar con el ADNc molde.




Sintesis de ribosondas marcadas con digoxigenina para hibridacion in situ

En todos los casos se realizd una transcripcion in vitro de 1 pg de ADN molde con
polimerasas virales (SP6 o T7 pol, segiin correspondiera) siguiendo el protocolo del fabricante, y
sustituyendo en la mezcla de reaccion 10% de la masa de UTP por DIG-11-UTP. Se incubaron las
reacciones durante 2 hs a 37 °C. Se realizé una digestion del ADN molde mediante una incubacion
con DNasa I (libre de RNasas, Roche) durante 30 min a 37 °C. La digestion se termind de acuerdo
al protocolo del fabricante y el ARN se precipitd con LiCl, se resuspendi6 en formamida al 50% en
agua mQ y se almacend a -80 °C hasta su uso.

La sintesis fue evaluada en una corrida electroforética y transferida en seco a una membrana
de nylon (Hybond N+), el ARN fue fijado a la membrana mediante irradiacion UV o secado en
estufa seca a 60 °C durante 30 min. Se rehidrataron las membranas con buffer 1 (0,1M Tris-HCI
pH=7,5 / 0,15 M NaCl) durante 5 min. Se realizé6 un bloqueo con buffer Il (buffer 1/ 0,5 % m/v
bloqueante Roche) durante 20 min. Se incubaron con anticuerpo anti digoxigenina conjugados a
fosfatasa alcalina (anti-DIG AP, Roche) 1:2000 en buffer 1 durante 20 min, se realizaron 2 lavados
con buffer 1 de 10 min. Las membranas fueron equilibradas a pH=9,5 con buffer AP (0,1 M
Tris-HC1 pH=9,5/ 0,1 M NaCl/ 50 mM MgCl,), y se revelaron con NBT/BCIP.

2.3. Generacion de ribosondas para hibridacion in situ de los ARNm de marcks de pez cebra

2.3.1. marcksa 'y marcksb

Las sondas obtenidas fueron cuantificadas mediante dot-blot. Estimamos las
concentraciones de sonda en 5 ng/pL para la sonda marcksa-AS (AS: antisentido) y en 50

ng/pL para marcksb-AS. Almacenamos las sondas a -80 °C hasta su uso.

Cuantificacion de ribosondas marcadas con digoxigenina mediante Dot Blot

Se realizaron dot-blots sobre membranas de nylon (Hybond N+) sembrando 1 pL de sonda,
fijando en estufa seca durante 30 min a 60 °C. Se rehidrataron las membranas con buffer 1 (0,1M
Tris-HC1 pH=7,5 / 0,15 M NaCl) durante 5 min. Se realiz6 un bloqueo con buffer 11 (buffer 1/ 0,5 %
m/v bloqueante Roche) durante 20 min. Se incubaron con anticuerpo anti digoxigenina conjugados

a fosfatasa alcalina (anti-DIG AP, Roche) 1:2000 en buffer 1 durante 20 min, se realizaron 2 lavados



con buffer 1 de 10 min. Las membranas fueron equilibradas a pH=9,5 con buffer AP (0,1 M
Tris-HC1 pH=9,5/ 0,1 M NaCl /50 mM MgCl2), y se revelaron con NBT/BCIP.

Extraccion de ARN total de embriones de pez cebra y sintesis de ADNc¢

Se homogeneizaron embriones en cantidad aproximada a un volumen de 100 uL en 10
volumenes de Trizol siguiendo el protocolo del fabricante. Se resuspendi6 en todos los casos en un
volumen de 10 uL en agua milliQ. Se realiz6 una digestion con DNasal (libre de RNasas, Roche) de
15 min a 37 °C para la eliminacion de trazas de ADN gendémico, posteriormente se inactivd con el
protocolo del fabricante y se almacend a -80 °C hasta ser utilizado.

Se retrotranscribieron 200 ng de ARN total con la retrotranscriptasa de MMLV RevertAid®
(Fermentas) segun el protocolo del fabricante y el ADNc fue almacenado a -20 °C hasta su

utilizacion.

Determinacion de la expresion de ARNms mediante RT-PCR

Se prepararon mezclas de reaccion con 0,2 uM (c/u) de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,, 1 uL de
ADNc molde, y en los casos en que las Tm de los pares de cebadores superaba los 61 °C (mrpa y
mrpb) se agregd DMSO a una dilucion final de 10% v/v. Se utilizé la enzima Taq ADN polimerasa

recombinante (Invitrogen) segun el protocolo del fabricante.

Tabla MM-5. Protocolo general de amplificacion mediante RT-PCR.

Temperatura (°C) Tiempo
Predesnaturalizacion 94 5 min
Desnaturalizacion 94 45 seg
Hibridacion Variable segtin detalle en tabla MM-7
Elongacion 72 1 min
Elongacion final 72 5 min

Los 40 ciclos de amplificacion se realizaron con el protocolo general de la tabla MM-5. Las
temperaturas de hibridacion (annealing, Ta) se detallan segln el juego de cebadores en la tabla

MM-6.



Tabla MM-6. Temperaturas de hibridacion para cada juego de cebadores.

transcripto Ta (°C) Tiempo Tamaiio del amplicon
marcksa 55°C 45 seg 400 pb
marcksb 72 °C 1 min 300 pb
mrpa (MGSQ) 60 °C 1 min 619 pb
mrpb (MGAQ) 60 °C 1 min 668 pb
rpll3a 60 °C 1 min 148 pb

En todos los casos se realizd un protocolo hot-start, en que la enzima se agregd a las
mezclas de reaccion luego de los 5 minutos de pre-desnaturalizacion a 94 °C con el fin de reducir la

posible amplificacion de productos inespecificos.

Determinacion de variaciones temporales en los niveles de expresion: RT-PCR

semicuantitativa (sqPCR)

Se deseaba determinar si existian variaciones en los niveles de expresion de los genes de la
familia marcks entre diferentes etapas del desarrollo embrionario, en particular entre las 24 y las 48
hpf. Para dilucidarlo, se realizaron las reacciones de RT-PCR con un protocolo /hot-start como se ha
descrito, y se tomaron muestras de los productos de amplificacion en los ciclos 31, 34, 37 y 40. Las
reacciones se realizaron para todos los genes simultdneamente, a fin de minimizar diferencias
derivadas de la manipulacién. En todos los casos se incluyd un juego de cebadores del gen de
referencia rpll3a. Se corrieron todas las muestras de un gen simultdneamente en el mismo gel de
agarosa, se tomaron las fotografias correspondientes y se cuantificé densitométricamente utilizando
el software ImagelJ. Se analiz6 realizando la relacion entre una muestra del gen de interés y el gen
de referencia en el ciclo correspondiente para los cuatro ciclos analizados, obteniéndose asi un nivel
de expresion relativo al gen de referencia en unidades arbitrarias. Se graficaron estos niveles y se
linealizé en un grafico semilogaritmico, asumiendo que las curvas de amplificacion se aproximaban
a una sigmoide. Se realizaron regresiones lineales de las curvas semilogaritmicas y se compararon
sus pendientes. La existencia de diferencias en las pendientes se utilizd como indicador de la
existencia de variaciones en los niveles de expresion de un mismo gen en las dos etapas analizadas.

El método no permite la comparacion fiable entre genes, puesto que no considera las diferencias en



las eficiencias de amplificacion entre los juegos de cebadores, pero permite determinar diferencias

temporales para cada combinacion de cebadores.

Cuantificacion relativa de los niveles de expresion: real-time RT-PCR (qPCR)

Se prepararon mezclas de reaccion para un volumen final de 20 uL por tubo utilizando el kit
Kapa SYBR Fast® qPCR kit (Kapa biosystems) segun el protocolo del fabricante. En todos los
casos se utiliz6 1 pL de ADNc, y en todos los casos se partiéo de 200 ng de ARN total como se ha
descrito. Los juegos de cebadores utilizados se indican en la tabla MM-7. El procesamiento de los
datos se realizd utilizando triplicados promediados de cada experimento, con dos genes de
referencia (rpli3a y efla) que han sido reportados como los de menor variacion durante el
desarrollo (Tang et al., 2007). Se analizaron los datos utilizando el software REST 2009 (Quiagen),
normalizando la eficiencia de los juegos de cebadores (Pfaffl, 2001 y 2004) segun:

ACP target (control - muestra
(E blanco) et ( )

Nivel de expresion =

) ACP referencia (control - muestra)

(E referencia

Siendo E las eficiencias de los cebadores, y CP el punto en el que la fluorescencia cruza el umbral

de ruido de fondo. Como grupo control se utilizo ADNc de ovocitos.



Tabla MM-7. Primers para RT-PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

] Tm Tamafio del producto
Gen Nombre del primer y secuencia ]
(Allawi) esperado

gqmlf - TGGGAGCGCAATTCAC 52,6 °C

marcksa 252 pb
gmlr - TTCCATCTGTGGCCTCC 54,0 °C
aqm2f - GCGATTCTTTGTTGCGTGTGAAAGCA 60,6 °C

marcksb 154 pb
gqm2r - ATTCGGAGAGGCATTCCCGT 58,1 °C
gmrpaf - CGTTACGCCCATTGGTC 53,6 °C

mrpa 223 pb
gmrpar - ATTCGGAGAGGCATTCCCGT 52.4°C
gqmrpbf - AGGTGAAGCCACAGTGG 54,5 °C

mrpb 190 pb
gmrpbr - GGCTTCAATGCCGTCTCC 56,3 °C
eflaf - CTACCTACCCTCCTCTTGGTCG 68,2 °C

efla 182 pb
eflar - ACACGCCGCAACCTTTGGAA 60,5 °C
rpll3af — TCTGGAGGACTGTAAGAGGTATGC 53,8°C

rpll3a 148 pb
rpll3ar — ACACGCACAATCTTGAGAGCAG 532°C

Extraccion de proteinas

Los embriones anestesiados fueron desvitelinizados haciéndolos pasar varias veces por una
pipeta Pasteur de vidrio modificada con una abertura del tamafio aproximado al de la bola de vitelo.

Se realizé un lavado en PBS 0,8X en hielo y se transfirieron a un tubo eppendorf de 1,5 mL.
Se retird el PBS y se agreg6 1 pul de buffer de muestra (63 mM Tris-HCI pH=6,8 / 10% v/v glicerol/
5% v/v 2-mercaptoetanol/ 3,5% m/v SDS) por embrion. Se homogeneizo la muestra con un émbolo
para tubos eppendorf y se agregd una cantidad igual de buffer de muestra con la que se lavo el
émbolo y se volvio a homogeneizar.

Las muestras se calentaron a 100 °C a bafio maria durante 5 min, se centrifugaron a 12.000 g
durante 5 min y se recuperd el sobrenadante (http://zfin.org/zf info/zfbook/cont.html). Sabiamos
que, en el caso del pollo, someter el extracto a 100 °C a bafio maria resulta en un enriquecimiento
relativo de la muestra en MARCKS, siendo que la mayor parte de las demas proteinas precipita en
estas condiciones. Por este motivo incluimos ademas un extracto de embriones de pez de 48 hpf

sometido al tratamiento con calor (Zolessi, 2003).



Western Blot (Inmunodeteccion sobre membranas de nitrocelulosa)

Las muestras complejas de proteinas se separaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida 10% (12,7%T 0,3%C) en condiciones desnaturalizantes con sistema discontinuo
(Laemmli, 1970). Los geles de poliacrilamida fueron sometidos a electrotransferencia sobre
membranas de nitrocelulosa en tanque (Towbin et al., 1979) durante toda la noche a 100 mA. Las
membranas fueron coloreadas durante 10 minutos con rojo Ponceau (0,2% rojo Ponceau S en 3%
acido tricloroacético), lavadas con agua milli-Q y fotografiadas. Luego se removi6 el colorante con
dos lavados con PBS y se bloquearon los sitios de union inespecificos con L5T (5% leche
descremada, 0,1% Tween 20 en PBS) durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente se
incub6 con los anticuerpos primarios indicados durante 1 hora a temperatura ambiente en L1T (1%
leche descremada, 0,1% Tween 20 en PBS) en las concentraciones de la tabla MM-9. Se realizaron
tres lavados de 10 min con L1T, y se incubd durante 1 h con los anticuerpos secundarios descritos
en la tabla preparados en L1T. Se practicé un lavado con PTw (0,1% Tween 20 en PBS), dos
lavados con PBS y se reveld utilizando el kit quimioluminiscente Pierce West Pico® con placas

radiograficas Agfa.

Tabla MM-9. Anticuerpos utilizados para inmunodeteccion sobre nitrocelulosa, diluciones y

especificidades.
Nombre Dilucion Inmundégeno
Martin 1:5000 MARCKS pollo
Marisa 1:5000 MARCKS pollo
MCt 1:5000 MARCKS pollo C-terminal
3C3 sobrenadante de cultivo puro  S25p-MARCKS
Polo52 1:5000 MARCKS
9300 1:2000 MARCKS ED

Inmunolocalizacion in situ con anticuerpos anti MARCKS y S25pMARCKS en cortes a

congelacion de embriones de pez cebra

Se utilizaron embriones de 40, 48 y 72 hpf fijados con formaldehido al 4% a partir de
paraformaldehido en PBS. Posteriormente, se realizo la crioproteccion mediante incubaciones en
sacarosa 5% en PBS durante 4 hs y luego en sacarosa 20% toda la noche. Luego, se incluyeron en

OCT®, y se congelaron con nitrogeno liquido y se realizaron cortes en cridstato de 5 pm que se



levantaron sobre portaobjetos gelatinizados.

Se removio6 el medio de inclusion mediante 3 lavados con PBS y se bloquearon los sitios de
uniodn inespecificos con una incubacion de 1 hora en BSA 3% a temperatura ambiente. Se incubo
durante 1 hora con el anticuerpo primario con 1% BSA en PBS, se practicaron 3 lavados de 5 min
con PBS y se incub6 con el anticuerpo secundario correspondiente BSA 1% en PBS durante 1 hora.
Se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS, y se monté en 50% glicerol pH=7,4 en PBS. Los

anticuerpos utilizados, y sus respectivas diluciones se especifican en la tabla MM-3.



I11. Estudio de los efectos del silenciamiento génico de los posibles ortologos de marcks en el

embrion de pez cebra



Silenciamiento génico mediante microinyeccion de oligonucledticos de morfolino antisentido

(morfolinos)

Se disefiaron morfolinos para bloqueo de la traduccion dirigidos contra el extremo 5' no
traducido (5'-UTR) de los ARN mensajeros de marcksa y marcksb (tabla MM-8) utilizando el
software AMOD (Klee et al., 2005). doi: 10.1093/nar/gki453

Se prepararon soluciones stock 1 mM en agua mQ, y soluciones de trabajo 0,2 mM también
en agua mQ. Los morfolinos fueron inyectados en el vitelo entre las etapas de 1 — 8 células
utilizando un inyector neumatico con pulsos de duracion controlada de aire comprimido a una
presion de 40 PSI, y en ningln caso se inyectaron volumenes mayores a 6 nL. Las microagujas se
realizaron estirando capilares de vidrio borosilicato de 1,5 mm de didmetro externo con filamento
interno (World Precision Instruments) en un estirador horizontal de pipetas (puller).El volumen de
inyeccion se determiné calibrando el tamafo de la gota, midiendo su didmetro con un micrometro

bajo la lupa, y aproximando su volumen al de una esfera.

Tabla MM-8. Secuencias y dosis de los morfolinos utlizados para silenciamiento génico

Secuencia Dosis efectiva minima *
marcksa MO CAAGCCACCGACTCCTCACTATAAA 0,1 pmol
marcksb MO CAAATGAATGAACAAAGAGCGCGAG 0,1 pmol
p53 MO GCGCCATTGCTTTGCAAGAATTG 0,2 pmol
control MO** CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA 0,3 pmolT

*  Dosis minima necesaria por embridn para producir fenotipo identificable.
** Morfolino disefiado contra una secuencia que no esta presente en el genoma del pez cebra.

1 Dosis resultante de la suma de las dosis de los morfolinos de marcks y p53. No se espera un fenotipo

observable producto de la inyeccion de este morfolino.

Inclusion en parafina y coloracion histologica con hematoxilina y eosina

Se utilizaron embriones de 48 hpf y 5 dpf fijados en formaldehido 4% a partir de
paraformaldehido (Kiernan, 1999) durante toda la noche. Se realizaron tres lavados de 30 min con
PBS para remover el fijador. Los embriones fueron deshidratados gradualmente seglin el protocolo
de la tabla MM-10 e incluidos en parafina. Se realizaron cortes en micrétomo de 3 pum de espesor y
se levantaron sobre portas albuminados que se curaron con vapores de formalina a 37 °C durante

toda la noche.



Tabla MM-10. Protocolo de deshidratacion de tejidos de

embriones de 48 hpf'y larvas de 5dpf e inclusion en parafina.

Incubaciones con tiempo
Etanol 70% 15 min
Etanol 95% 15 min

Etanol 100% 15 min
Cloroformo 15 min
Parafina 3 x 30 min

Se removid la parafina con dos incubaciones de 5 min en xilol, se removi6 el xilol con un
pasaje de 5 min en etanol 100% y se rehidrataron los cortes en una serie de alcoholes de
concentracion decreciente (dos lavados con etanol 95% de 5 min, un lavado con etanol 70% de 5
minutos) y un lavado final con agua mRO de 5 min. Se colorearon con hematoxilina de Mayer
(0,2%) durante 5 minutos, se realizd un viraje con agua de canilla corriente durante 10 minutos, se
enjuagd con agua mRO, se colore6 con eosina (eosina Y alcoholica 0,5%) durante 5 min y se
deshidrataron en alcoholes de concentracion creciente (etanol 70% 5 min, etanol 90% 2 min, etanol
100% 2 min), se clarificaron en xilol durante 5 min y se montaron con balsamo de Canada sintético.

El protocolo es una adaptacion del descrito en Kiernan, 1999.

Hibridacion in situ sobre cortes a congelacion con ribosondas

Se utilizaron embriones fijados durante toda la noche con formaldehido 4% a partir de
paraformaldehido, crioprotegidos como se describid, congelados en nitrogeno liquido y cortados en
cridstato a 5 pm. Los cortes fueron levantados sobre portaobjetos silanizados.

Se realizaron 3 lavados de 5 min con PTw (PBS-Tween 0,1%). Se digirieron con proteinasa
K 20 pg/mL en PTw durante 30 seg a temperatura ambiente, y se lavo la enzima con 3 lavados de
Ptw de 5 min. Se volvieron a fijar los cortes con una mezcla de formaldehido 4% (a partir de
paraformaldehido) y glutaraldehido 0,2% en PBS durante 10 min a temperatura ambiente. Se
removio el fijador con 3 lavados de 5 min con PTw. Se realiz6 una prehibridacion incubando con
buffer HYB- (100 mM Tris pH=6,8, ImM EDTA, 50% formamida, 10% SDS, 0,75M NaCl)
durante 40 min a 63 °C. La hibridacién se realiz6é durante toda la noche con 2 ng/mL de sonda a 63
°C en buffer de hibridacion HYB+ (100 mM Tris pH=6,8, ImM EDTA, 50% formamida, 0,1%
Tween-20, 0,75M NaCl, 100 pg/mL ARN de torula, 0,05% heparina sédica). Se lavé la sonda no



hibridada con buffer de hibridacion durante 30 min a 63 °C. Se realizaron dos lavados de 10 min
con buffer de hibridacion 66% a 50 °C, un lavado de 10 min con buffer de hibridaciéon 33% a 50 °C,
un lavado de 10 min con SSC 2X a 50 °C, un lavado de 5 min a 50 °C con SSC 0,2X, un lavado de
5 min a 50 °C con SSC 0,1X, un lavado de 5 min con SSC 0,2X 66% a temperatura ambiente, un
lavado de 5 min con SSC 0,2X 33% a temperatura ambiente. Los ARNs de hebra simple (sonda no
hibridada, etc) se digirieron con una incubacion con RNasa A 10 pg/mL durante 30 minutos a 37
°C. Se realizaron dos lavados con PBS de 10 min a 50 °C.

Para la deteccion de la sonda se realizo una incubacion con reactivo bloqueante Roche 1%,
levamisol 2 mM (como inhibidor de la fosfatasa enddgena) en buffer 4cido maleico (MAB) durante
30 min a temperatura ambiente; se incubd luego con anticuerpo anti digoxigenina 1:5000 durante
toda la noche a 4 °C. Se practicaron dos lavados de 5 minutos con buffer de lavado (MAB, 0,15M
NacCl, 0,1% Tween-20), y tres lavados de 5 minutos con PTw . Se equilibré el pH a 9,5 con tres
lavados de 5 min con buffer AP (100 mM Tris pH=9,5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,), y se reveld
con NBT/BCIP en buffer AP. Se detuvo el revelado con 3 lavados de 5 min con PBS pH=3. Se
deshidrataron los preparados con etanol 70% durante 15 seg y luego por otros 15 seg con etanol
absoluto. Se clarificaron mediante una incubacién de 5 min en xilol y se montd con balsamo de

Canada sintético. El protocolo estd modificado del de Thisse & Thisse, 2008.

Tincion de cartilagos con Alcian blue

La asociacion de proteinas de la familia MARCKS con fendmenos de migracion celular
(lioka et al., 2004), nos planteo la pregunta de si el silenciamiento de MARCKSa o MARCKSDb en
el pez cebra estaria afectando la migracion durante el desarrollo. Para evaluarlo, analizamos la
formacion del esqueleto craniofacial como indicador de migracion del mesénquima craniofacial.

Se utilizaron embriones de 5 dpf tratados con PTU y fijados con formaldehido al 4% a partir
de paraformaldehido en PBS. Se lavaron 5 veces con PTw (PBS/ 0,1% Tween-20) y se incubaron
toda la noche en la solucioén de Alcian blue (0,1% Alcian blue en 70% etanol, 1% &cido clorhidrico).
Se lavaron 4 veces con alcohol-acido (70% etanol, 5% acido clorhidrico) y se incubaron durante 20
min en alcohol-4cido a temperatura ambiente. Los embriones fueron rehidratados en soluciones
decrecientes de alcohol-acido/agua (3:1, 1:1, 1:3) y enjuagados finalmente con agua destilada.
Luego se clarificaron y guardaron en una solucion de 50% glicerol en KOH (0,5%), como se ha

descrito en la literatura (Solomon et al., 2003).



Procesamiento para cortes semifinos

Se fijaron embriones de 48 hpf en glutaraldehido al 2,5% en PBS. Luego de 10 min se
disecaron las cabezas y fueron refijadas por 48 hs a 4°C. Se retir6 el fijador con 5 lavados de 5 min
en PBS con agitacion. Se posfijaron con tetroxido de osmio, se deshidrataron, y se incluyeron en
araldita (Durcupan, Fluka).

Se obtuvieron cortes semifinos (0,5 wm), se secaron a la llama y se colorearon con azul de

metileno 1%.

Inmunolocalizacion in toto de marcadores de diferenciacion celular en la retina

Se utilizaron embriones de 24, 48, 72 hpf y 5 dpf tratados con PTU y fijados con
formaldehido al 4% a partir de paraformaldehido en PBS. Se permeabilizé a los embriones con 5
lavados de 30 min con PBS-T (PBS/0,2% Triton X-100) y mediante tripsinizacion en hielo durante
15 — 30 min dependiendo de la edad de los embriones. Se realizaron 3 lavados de 10 min en hielo
con PBS-T y se procedio al bloqueo de sitios inespecificos con solucion de bloqueo (10% suero de
cabra, 1% BSA, 10% glicina, 0,2% azida de sodio en PBS-T) a 37 °C durante 1 h. La incubacion
con anticuerpos primarios en solucion de bloqueo se realizo a 4 °C durante 24 hs con constante
agitacion suave. Posteriormente, se realizaron 5 lavados con PBS-T de 30 minutos a 4 °C con
agitacion, y se incubd durante 48 hs con los anticuerpos secundarios correspondientes y con ioduro
de propidio 0,1 pg/mL como tincidn nuclear, en agitacion a 4 °C. Se realizaron 5 lavados de 30 min
con agitacion y se montaron los embriones en camaras con glicerol (50% glicerol en 20 mM Tris,
pH=8,8), se cubrieron con cubreobjetos n° 0 y se zulaco con esmalte de ufias.

Los anticuerpos utilizados, las estructuras que reconocen y las diluciones utilizadas se detallan en la

tabla MM-11.



Tabla MM-11. Anticuerpos utilizados para inmunofluorescencia in situ,

diluciones y especificidades.

Nombre Diluciéon Inmunégeno
zn-5 1:100 Neurolina a
zpr-1 1:100 Conos dobles
Martin 1:1000 MARCKS pollo
Marisa 1:1000 MARCKS pollo
MCt 1:2000 MARCKS pollo C-terminal
3C3 7 pg/mL S25p-MARCKS

Polo52 1:1000 MARCKS




RESULTADOS



I. Identificacion y caracterizacion de la expresion del o los ortélogos de marcks y mrp

mediante analisis in silico



1.- Analisis de secuencias

1.1. Identificacion de secuencias proteicas

Con el fin de identificar posibles secuencias proteicas homologas de MARCKS en el pez
cebra, realizamos una bisqueda basada en alineamientos locales mediante blastp contra las bases de
datos no redundantes (refseq protein) y utilizando como referencia la secuencia proteica de
MARCKS de pollo (G. gallus). Obtuvimos dos secuencias candidatas que analizamos en detalle y
que denominaremos en adelante MARCKSa y MARCKSb (figura 1). Ambas secuencias
presentaron caracteristicas diagnosticas de una proteina MARCKS: una region de miristilacion en el

N-terminal (Myr), un dominio MH2, y un dominio efector (ED) rico en lisinas como se sefiala en la

figura.
A
MARCKSa [MGAQFTKTAG KEETAAENPG EAAVSPSKAN GQVPNTENGH LKVNGDASPA 50
MARCKSa EKEEV‘RT NGTAPAEDGE KNEEAPAEKE ATDGNTEAIA PTEEEAVMDG 100
MARCKSa ATPSTSNHTP KKKKKRFSFK KSFKLSGFSF KKTKKE[TGDN GEEAVAAGND 150
MARCKSa EAKTDGAVEG VSEEKAQTTE EAAKTEQNPV EETKPTSPAT EESKTEPAVA 200
MARCKSa TEPSPSQNEA AAAEESAPSA QEVECSPEAQ AEAATE 236
B
MARCKSb [MGAQIISKNGA KDETAAEKPA EAANKSNGQE NGHAKTNGNA SPNAERAAED 50
MARCKSb VQANGKRAAD GEVKAEEGKA EEGDAEKAAP EGEGESSAVA NGEDSTKTEE 100
MARCKSb SAATSSHPAK TKKRFSFKKP FKLSGFSFKK SAKKEREGGE AAAATAENGE 150
MARCKSb QKKDAEPEEA KPEASSEEAK AETPAEEPNA EEPKAESSEE KPASEVAEEK 200
MARCKSb PAEEKQEAAP QEPAAAESSE APAAATE 227

Figura 1. Secuencias de las dos proteinas MARCKS paralogas identificadas en el pez cebra. Se sefialan las
posibles regiones funcionales, dominio de miristilacion, dominio MH2, y dominio efector, respectivamente.

(A) MARCKSa; (B) MARCKSb.

Para analizarlas, realizamos un alineamiento multiple con ClustalW2 y luego corregimos el
alineamiento manualmente. Encontramos que MARCKSa posee en el dominio MH2 una serina en
un consenso de fosforilacion por Cdks (SPSK) al igual que las MARCKS de los demaés vertebrados
analizados. Sin embargo, MARCKSDb posee algunas diferencias en las regiones mas conservadas, en
particular en el dominio MH2, no presentando la secuencia consenso de Cdk antes mencionada, y
en el ED, siendo la tinica secuencia encontrada con alteraciones en este dominio (figura 2).
Encontramos ademéas que MARCKSa presenta una insercion de cuatro residuos (VPNT, sehalado

en verde en la figura) dentro del dominio MH2, en las posiciones 32 a 35, que es exclusiva del pez



cebra. MARCKSa también es la unica de las secuencias analizadas que presenta un residuo de

metionina interno (sefialado en verde).
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Figura 2. Alineamiento multiple de secuencias proteicas de MARCKS incluyendo las dos proteinas
identificadas en pez cebra MARCKSa y MARCKSD. Con recuadros se sefialan los principales dominios
conservados, la region de miristilacion (Myr) sefalada con la punta de flecha, el dominio MH2, y el
dominio efector (ED) se indican con recuadros. MARCKSa presenta una insercioén de cuatro residuos en las
posiciones 32-35. El sombreado rojo indica residuos idénticos, el amarillo residuos similares. El
alineamiento se realizdo mediante clustalW?2 y corregido manualmente. Los gaps insertados manualmente se

indican con ~.

Utilizamos la misma estrategia para identificar los posibles homologos de MRP. En este
caso se utiliz6 como referencia la secuencia proteica de MRP de pollo (G. gallus). Obtuvimos otras
dos secuencias candidatas que analizamos en detalle y que denominaremos en adelante MRPa y
MRPD (figura 3). Estas secuencias también presentan caracteristicas diagnosticas de una proteina de
la familia MARCKS como se sefiala en la figura 4.

El residuo de metionina inicial se elimina cotraduccionalmente en todas las MARCKS
conocidas, aunque sera incluido en los alineamientos, ya que como es comun a todas las secuencias
de MARCKS encontradas no introducira desviaciones mayores en el andlisis. Para analizarlas,

hicimos un alineamiento multiple con ClustalW2 y luego se corrigi6 el alineamiento manualmente.

MRPa [MGSQASKGGV AVEGKAAAAD PAAVKTNGQE NGHVKTNGDV SAKAEGDAAT 50
MRPa TNGSAEAAKE SEAGAGDAIE PAPAAEGEAA KPEGEATKETI‘ PKKKKKKFSL 100

MRPa KNSFKFKGIS LKKSKﬂNAEV KEEAAAAAPA TEEKPEENGA ATEEKKEEEA 15C

MRPa KAEETPAAPV ETPKAEEPAA KAEEPAAAKE EAAAPAVEAT KQTEETNSTP 200
MRPa APSEQKE 207

MRPb [MGAQLTKGEA TVEGKAVADK ANGQENGHVK TNGDVSTKPD GEAVAADGNG 50
MRPb TAEVAKDEAP KTEEGDGIEA APATEAEASK SDGEAAKETK KKKKFSLKNS 100

MRPb FKFKGISLKK NKKPSEEAAE AVATPTTAED KPEENGQAAT ETKEEEPAAE 15C

MRPb TNETPAPEAE AEPKVEEAEP KAEEPAQQTE TAPTEETTKS EESPAPVEET 200
MRPb TPTESSDPEP AAE 213

Figura 3. Secuencias de las dos proteinas MRP paralogas identificadas en el pez cebra. Se sefialan las
posibles regiones funcionales, dominio de miristilacion, dominio MH2, y dominio efector, respectivamente.

(A) MRPa; (B) MRPD.
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Figura 4. Alineamiento multiple de secuencias proteicas de MRP incluyendo las dos proteinas identificadas
en pez cebra MRPa y MRPb. Con recuadros se sefialan los principales dominios conservados, la region de
miristilacion (Myr), el dominio MH2, y el dominio efector (ED). El sombreado rojo indica residuos

1dénticos, el amarillo residuos similares.

1.1.1. Analisis pareado de las secuencias de las MARCKS y MRP

Para determinar comparativamente su nivel de conservacion, realizamos un alineamiento
pareado de las secuencias proteicas de MARCKSa y MARCKSD utilizando el programa EMBOSS
Stretcher. Ambas proteinas presentaron entre si un 46,3% de identidad, y un 56,5% de similitud en
la secuencia proteica (figura 5). Realizamos el mismo analisis para las secuencias de MRPa y
MRPDb. Ambas proteinas presentaron entre si un 55,4% de identidad, y un 61,3% de similitud en la

secuencia, todo lo cual se indica en la figura 6.

yvvy
MARCKSa 1 -FTITAGIE-NIG-VSPSIA-VPNT-LIV-D-A 50
AR AN PN AN NN RN Identidad: 46.3%
MARCKSb 1 -ISINGAID-KIA-———NIS-————-AITIN-N 43
(114/246)

MARCKSa 51 IAEQKIEIRT.TAPIE- IN.AP.E.TDINTIAIIPTE— 93
<l [ <.
MARCKSb 44 lEAAAIDIQA.KRAI -VKAEEGIA.GD-AlPEIEGISSIVANG 92

MARCKSa 94 IEAVMDGATPS.NITIKIK_S_TKIETGDN.E 143

.......... R R N N RN R R R
MARCKSb 93 IDSTKTEESAA.SI IAIT_P_SAIKEAEG.A 141

MARCKSa 144 lv. lGIDIAITIGAV.GVSIEIAQTTEIA.TIQNIV-TKPT SIATIE 192 Gaps: 11.8%
MARCKSb 142 IA.T. IGIQIKIAE PI— - —IAIPEAS SIE.AI TIA.PNAEEIKAIS 187 (29/246)
MARCKSa 193 IKTE.— —.TIPS PSQNEA.AEISAISIQIVE CIP.Q.E-

........ AR
MARCKSb 188 IEEK.SE.EIKPAEEKQE.PQI——IAIAI———IS.P. RATE 227

Similitud: 56.5%
(139/246)

236

Figura 5. Alineamiento pareado de las secuencias de las MARCKS del pez cebra. En rojo se indican

residuos idénticos. En azul se indican los cuatro residuos de la insercion de MARCKSa (puntas de flecha).



TIPDIEAV. 45
SRR RRERE RN

MRPb 1 .AlLT.EAT-VlD
el

.
MRPa 1 ISIASIGVA-AIADPAAVIT—AIAEID--I 48

Identidad: 55,4%
MRPb 46 IDGITIVIDEAPKTEEIGIA-TIAISISD-A- -KKKK 93
I AR [ 1] ] (123/222)

wrea 10 BB o B o

MRPb 94 _NIASIEAAIVITPTTAID-QIATITI 143 e o
I R A N P TN Similitud: 61,3%

KFSLKNSFKFKGTSTKK:
MRPa 97 .NMVKE.AIAAPATlE-AITEIKI 146 (136/222)

MRPb 144 -PA.TN-PEAIAE.V-AEP-QQTI——T.TEIT.SE 191
[LLeell LLll S I I e I 1 1 0 0 e ey I I

wrpe 147 BB B R 12 Gaps 10.8%

MRPb 192 ESPAPV-TPIESSDIEPAAI 213 (24/222)
SRR
MRPa 193 ----- T-NSIPA——ISEQKI 207

Figura 6. Alineamiento pareado de las secuencias de las MRP del pez cebra. Se indica el origen en uno u

otro ex6n con el cambio regular/negrita. En rojo se indican residuos idénticos.

1.1.2. Analisis comparativo interespecifico

Con el proposito de determinar las posibles relaciones filogenéticas entre las proteinas
MARCKS y MRPs pardlogas del pez cebra y sus homoélogos construimos filogramas de méaxima
verosimilitud con las secuencias proteicas de diversos grupos de vertebrados utilizando el algoritmo
de phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008). Las secuencias fueron obtenidas a partir de alineamientos
locales BLASTP (Altschul ef al., 1999) utilizando como secuencia de referencia el dominio efector
de la proteina MARCKS de pollo.

A efectos de validar estadisticamente la topologia del arbol filogenético realizamos un arbol
de maxima verosimilitud con analisis de bootstrap (1000 iteraciones) y colapsamos las ramas de los
nodos con probabilidad menor a 0,5. La filogenia reconstruida con aLRT a partir de las secuencias
de MARCKS nos reportd un grupo conteniendo todas las secuencias de peces, incluyendo a
MARCKSa entre medio de dos grupos de amniotas, mientras que la secuencia de MARCKSDb quedo
determinada como grupo externo (figura 7 A).

Al ser analizadas con alLRT las MRP presentaron un agrupamiento diferente, con las
secuencias de MRPs de peces, incluyendo MRPa y MRPb, en el clado de los anamniotas, siendo
MRPb mas derivada que MRPa, aunque derivadas de un ancestro comun. Las secuencias de MRP
de los anfibios estudiados presentaron la mayor divergencia, y se dispusieron en una posicion mas

basal pero altamente derivada, representando el grupo externo (figura 7 B).
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Figura 7. Filograma de maxima verosimilitud (phylogeny.fr) elaborado con las secuencias proteicas de las
MARCKS de diversos grupos de vertebrados utilizando el algoritmo aRLT. La longitud de las ramas es
proporcional a la divergencia entre las ramas de un nodo. La secuencia indicada como D. rerio 2,
correspondiente a la traduccion de marcksb no sélo queda excluida del clado de los peces teledsteos sino
que queda como grupo externo (A). Filograma de méxima verosimilitud (phylogeny.fr) elaborado con las
secuencias proteicas de las MRP de diversos grupos de vertebrados utilizando el algoritmo aRLT. La
longitud de las ramas es proporcional a la divergencia entre las ramas de un nodo (B).

Realizamos ademads alineamientos locales pareados de las secuencias de MARCKSa,

MARCKSb, MRPa y MRPb con sus correspondientes homologos de especies pertenecientes a



diferentes grupos de vertebrados (mamiferos, aves, anfibios y peces) con el fin de determinar los

porcentajes de identidad entre ellas (tabla R-1).

Tabla R-1. Porcentajes de identidad” entre las secuencias de proteinas de la familia
MARCKS del pez cebra y sus correspondientes homologas en otros vertebrados.

MARCKSa  MARCKSDb MRPa MRPb
H. sapiens 45,1 40,5 47,7 40,2
G. gallus 49,6 50,2 43,9 37,8
X tropicalis 59,1 46,7 40,6 36,2
T. nigroviridis 51,8 46,7 44,0 39,2

* Obtenidos mediante alineamientos locales.

1.1.3. Analisis teorico de las propiedades de las proteinas de la familia MARCKS del pez cebra

Analizamos las secuencias proteicas con el fin de determinar algunos de sus pardmetros

fisicoquimicos.

1.1.3.1. MARCKSa

La proteina posee 236 residuos aminoacidicos, incluyendo la metionina inicial, y no posee
residuos de triptofano ni de tirosina. En la figura 8A se muestra la composicién porcentual en
aminoacidos. Presenta un punto isoeléctrico (pl) tedrico de 4,47 y un peso molecular calculado de
24,5 kDa. Si se hace una analogia con las MARCKS de otros vertebrados de los que existen datos
bioquimicos, podria suponerse que la Met inicial se pierde, modificando estos parametros.

Evaluamos los posibles sitios de fosforilacion, identificando 14 residuos de serina, y 5
residuos de treonina fosforilables con una probabilidad mayor a 70%, como se muestra en la tabla
R-2. De ellos 7 de serina y dos de treonina presentaron una probabilidad de mas de 95% en la
prediccion (sombreados en gris en la tabla R-2). Es de destacar que el residuo de serina de la
posicion 25 que previamente hemos sefialado como homologo al de la proteina MARCKS de pollo
en un consenso de fosforilacion por Cdks presenta una probabilidad menor al 95%. Como
referencia se realizd el mismo analisis a la secuencia de MARCKS de pollo y de la proteina
recombinante de humano, de las que existen datos experimentales sobre la fosforilacion del residuo
S25, y la secuencia de pollo presentd una probabilidad de 77%, mientras que la de humano presentod

un 87% de probabilidad de fosforilacion.



Tabla R-2. Prediccion de sitios de fosforilacion de la proteina
MARCKSa en funcion del contexto.

Posicion Contexto Probabilidad® Residuo
25 EAAVSPSKA 0,930 *S*
48 NGDASPAAA 0,925 *S*
106 TPSTSNETP 0,954 *S*
118 KKRFSFKKS 0,998 RS
122 SFKKSFKLS 0,919 *S*
126 SFKLSGFSF 0,731 *S*
129 LSGFSFKKT 0,993 RS
162 VEGVSEEKA 0,962 *S*
187 TKPTSPATE 0,985 *S*
193 ATEESKTEP 0,949 *S*
204 ATEPSPSQN 0,854 *S*
206 EPSPSQNEA 0,992 *S*
219 ESAPSAQEV 0,955 RS
226 EVECSPEAQ 0,929 *S*
105 ATPSTSNET 0,810 *T*
109 TSNETPKKK 0,869 *T*
133 SFKKTKKET 0,985 *T*
168 EKAQTTEEA 0,968 R
169 KAQTTEEAA 0,738 *T*

* Se reportan los sitios con p<0,3.
Se sombrean en gris las secuencias con p < 0,05.

La prediccion de sitios de miristilacion indico a la glicina de la posicion 2 como la tnica
miristilable con un valor p de 8,19x10°. Como valor de referencia se utilizo la prediccion realizada
sobre la secuencia de MARCKS de pollo que indico el residuo homoélogo con un valor p de

1.38x107.
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Figura 8. Composicion aminoacidica porcentual de las proteinas de la familia MARCKS. MARCKSa (A),
MARCKSD (B), MRPa (C), MRPb (D).

1.1.3.2. MARCKSb

La proteina posee 227 residuos aminoacidicos, y no posee residuos de cisteina, triptéfano ni
tirosina. En la figura 8B se muestra la composicion porcentual de uso de aminodcidos. La proteina
presenta un punto isoeléctrico (pl) tedrico de 4,54 y un peso molecular calculado de 23,2 kDa.

La prediccion de sitios de fosforilacion arrojé doce sitios putativos de fosforilacion en
residuos de serina y cuatro en residuos de treonina con probabilidad mayor al 70%, de los cuales
once de serina y dos de treonina superaron el 95% de probabilidad en la prediccidon, y se indican en
la tabla R-3. La prediccion de sitios de miristilacion indico a la glicina de la posicion 2 como la

Unica miristilable con un valor p de 1,43x10°~.



Tabla R-3. Prediccidn de sitios de fosforilacion de la proteina
MARCKSD en funcién del contexto.

Posicién Contexto Probabilidad™ Residuo
41 NGNASPNAE 0,97 Sk
95 NGEDSTKTE 0,992 ESE
105 SAATSSEPA 0,992 Sk
116 KKRFSFKKP 0,998 ESE
127 LSGFSFKKS 0,979 Sk
131 SFKKSAKKE 0,986 ESE
165 KPEASSEEA 0,997 Sk
166 PEASSEEAK 0,986 ESE
187 PKAESSEEK 0,997 Sk
188 KAESSEEKP 0,984 ESE
194 EKPASEVAE 0,975 Sk
218 AAAESSEAP 0,938 *S*
96 GEDSTKTEE 0,787 *T*
104 ESAATSSEP 0,858 *T*
111 EPAKTKKRF 0,976 Sl
173 AKAETPAEE 0,932 *T*

* Se reportan los sitios con p<0,3.
Se sombrean en gris las secuencias con p < 0,05.

1.1.3.3. MRPa

La proteina posee 207 residuos aminoacidicos, y no posee residuos de arginina, cisteina,
triptofano ni tirosina. En la figura 8C se muestra la composicion porcentual de uso de aminoacidos.

MRPa presenta un punto isoeléctrico (pl) tedrico de 4,92 y un peso molecular de 21,0 kDa, 7
residuos de serina y 3 de treonina en secuencias consenso de fosforilacion con probabilidad mayor a
70% (tabla R-4). De estos, s6lo cinco residuos de serina y dos de treonina superaron el 95% de
probabilidad en la prediccion.

El residuo de glicina de la posicion 2 se encontraba en una secuencia consenso de

miristilacion y determinamos que era la inica miristilable con un valor p de 5,74x107°.



Tabla R-4. Prediccidn de sitios de fosforilacion de la proteina
MRPa en funcién del contexto.

Posicién Contexto Probabilidad™ Residuo
41 NGDVSAKAE 0,993 Sk
54 TTNGSAEAA 0,931 ESE
99 KKKFSLKNS 0,997 Sk
103 SLKNSFKFK 0,711 *S*
110 FKGISLKKS 0,98 Sk
114 SLKKSKKNA 0,997 PO
198 EETNSTPAP 0,735 *S*
90 ATKETPKKK 0,951 S5
155 KAEETPAAP 0,863 *T*
162 APVETPKAE 0,979 il

* Se reportan los sitios con p<0,3.
Se sombrean en gris las secuencias con p < 0,05.

1.1.3.4. MRPb

La proteina posee 213 residuos aminoacidicos, y no posee residuos de arginina, cisteina,
triptofano ni tirosina. En la figura 8D se muestra la composicion porcentual de uso de aminoacidos.

MRPD presenta un punto isoeléctrico (pl) teorico de 4,42 y un peso molecular de 22,1 kDa.
Once de sus residuos de serina y 8 de sus residuos de treonina se encuentran en secuencias consenso
de fosforilacion, con una probabilidad superior a 70%. Nueve de esos residuos de serina superaron
el 95% de probabilidad, mientras que sélo dos de treonina superaron ese umbral (sombreados en la
tabla R-5). La prediccion de sitios miristilables indicé con un valor p de 1,42x107 que la glicina de

la posicion 2 era la Gnica miristilable.



Tabla R-5. Prediccién de sitios de fosforilacion de la proteina
MRPb en funcién del contexto.

Posicién Contexto Probabilidad® Residuo
36 NGDVSTKPD 0,995 Sk
79 EAEASKSDG 0,997 ESE
81 EASKSDGEA 0,992 Sk
96 KKKFSLKNS 0,997 PO
100 SLKNSFKFK 0,711 *Sok
107 FKGISLKKN 0,971 ESE
115 NKKASEEAA 0,997 Sk
190 ETTKSEESP 0,985 ESE
193 KSEESPAPV 0,982 Sk
205 TPTESSDPE 0,879 *S*
206 PTESSDPEP 0,966 Sk
6 GAQLTKGEA 0,926 *T*
89 AAKETKKKK 0,821 *T*
126 VATPTTAED 0,724 *T*
142 AATETKEEE 0,900 *T*
154 ETNETPAPE 0,717 *T*
187 PTEETTKSE 0,981 *T*
188 TEETTKSEE 0,958 *T*
201 VEETTPTES 0,985 *T*

* Se reportan los sitios con p<0,3.

Se sombrean en gris las secuencias con p < 0,05.

1.2. Identificacion de secuencias de ARN mensajero

Obtuvimos las secuencias de ARNm que codifican estas secuencias proteicas mediante una
busqueda por alineamientos locales con las bases de datos de ADNcs derivados de transcriptos no
redundantes (refseq ARNm) mediante tblastx a partir de las secuencias proteicas. Todos los
mensajeros presentaban un contenido GC de alrededor de 43% a excepcion de mrpa, que presentd

el menor contenido GC del grupo no superando el 40%. Los detalles numéricos se muestran en la

tabla R-6.

Tabla R-6. Caracteristicas de los ADNcs de los genes de la familia marcks del pez cebra.

Gen acceso en GenBank Longitud (nt) contenido GC
marcksa BC095101 1674 43,1%
marcksb BC092814 1873 43,8%
mrpa NM 213223 1696 39,3%
mrpb NM 213133 1690 43,4%



1.2.1. Analisis comparativo de las secuencias de ADNcs marcksa y marcksb.

1.2.1.1. Identidad entre marcksa y marcksb con secuencias ortologas de vertebrados.

Realizamos alineamientos pareados de la secuencia de marcksa con secuencias homdlogas
disponibles de vertebrados representativos de diferentes grupos: peces, anfibios, reptiles, aves y
mamiferos. Independientemente se realizd el mismo andlisis para la secuencia de marcksb. En la
tabla R-7 se muestran los datos. Notese que los porcentajes de identidad mas elevados (en el
entorno del 50%) tienen lugar cuando se compara con el salmonido S. salar y con los anfibios X.

laevis y X. tropicalis.

Tabla R-7. Anadlisis por alineamiento pareado de los
porcentajes de identidad de marcksa y marcksb con las
secuencias de ADNcs codificantes para las proteinas

MARCKS de vertebrados representativos de diferentes grupos

filogenéticos.
marcksa identidad” marcksb identidad

S. salar 53,3% S. salar 52,3%
X tropicalis 50,3% X laevis 50,1%
X laevis 49,7% X tropicalis 49,8%
G. gallus 48,1% B. taurus 46,9%
B. taurus 46,4% G. gallus 46,3%
H. sapiens 45,7% H. sapiens 45,7%
O. latipes 38,7% O. latipes 37,0%
A. carolinensis  35,3% M. musculus 32,5%
T. rubripes 32,4% A. carolinensis 31,6%
M. musculus 28,6% R. norvegicus 30,5%
R. norvegicus 27,4% T. rubripes 28,8%

* Segun datos de alineamiento pareado.

Las relaciones entre las secuencias de ARNs de marcks de los diferentes grupos de
vertebrados se ilustran de modo grafico en la figura 9A.

Realizamos ademéas alineamientos pareados de la secuencia de mrpa con secuencias
disponibles de vertebrados representativos de diferentes grupos: peces, anfibios, reptiles, aves y
mamiferos. Independientemente se realizd el mismo analisis para la secuencia de mrpb. En la tabla
R-8 se muestran los datos. Notese que los porcentajes de identidad con los roedores son mas

elevados que en el caso de las marcks a y b. Los niveles més elevados de identidad (en el entorno



del 50%) se encuentran con la trucha arcoiris (O. mykiss).

Tabla R-8. Analisis por alineamiento pareado de los
porcentajes de identidad de mrpa y mrpb con las secuencias
de ADNcs codificantes para las proteinas MRPs de

vertebrados representativos de diferentes grupos filogenéticos.

mrpa identidad” mrpb identidad
O. mykiss 49,9% H. sapiens 47.3%
S. salar 47,9% B. taurus 46,9%
B. taurus 47.2% X laevis 46,8%
R. norvegicus 46,8% G. gallus 46,4%
X laevis 46,1% R. norvegicus 46,1%
H. sapiens 46,0% M. musculus 45,3%
M. musculus 45,8% O. mykiss 44.2%
G. gallus 43,9% S. salar 43,3%
A. carolinensis  29,0% A. carolinensis 29,4%

* Segun datos de alineamiento pareado.
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Figura 9. (A) Identidad porcentual de los ARNms marcks de diferentes especies respecto a los mensajeros
de pez cebra marcksa y marcksb respectivamente. Datos de alineamientos pareados independientes.

(B) Arbol de méxima parsimonia de las secuencias de ADNcs de marcks de diferentes grupos de
vertebrados. El soporte estadistico que se indica en los nodos se realizd mediante un analisis de bootstrap

(1000 iteraciones). Se colapsaron los nodos con probabilidad menor a 0,5.

1.2.1.2. Relaciones filogenéticas entre secuencias de mensajeros homologos de la familia

marcks

Las secuencias que revelaron mayor divergencia ante el andlisis de bootstrap son las de los

mensajeros marcks de Tetraodon nigroviridis (Tetraodontiformes) y marcksb (D. rerio 2) del pez



cebra. El andlisis sefiala al mensajero de marcksa divergiendo de estas secuencias basales con un
peso de bootstrap de 0,58, lo que aporta un dato que las secuencias proteicas no permitieron inferir.

Las relaciones entre las secuencias de ADNcs de mrp de los diferentes grupos de
vertebrados se ilustran de modo grafico en la figura 10A. Elaboramos para los mrp un arbol
filogenético de Bootstrap (1000 iteraciones) con el algoritmo de méxima parsimonia. En la figura
10 B so6lo se muestran las bifurcaciones que presentan un apoyo estadistico mayor a 0.5.

A diferencia de lo que ocurre con los ADNcs correspondientes a los genes marcksa y
marcksb, mrpa y mrp presentan mayor grado de similitud entre si y ambas se agupan en un clado

basal con un peso estadistico del andlisis de bootstrap de 0,93.
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Figura 10. (A) Identidad porcentual de los ARNms de mrp de diferentes especies respecto a los mensajeros
de pez cebra mrpa y mrpb respectivamente. Datos de alineamientos pareados independientes. (B) Arbol de
maxima parsimonia de las secuencias de ADNc correspondientes a mrp de diferentes grupos de vertebrados.
Los numero en la base de los nodos representan el peso estadistico del andlisis de bootstrap (1000

iteraciones) expresado porcentualmente. Se colapsaron los nodos con probabilidad menor a 0,5.

1.2.3. Analisis de los elementos regulatorios presentes en los ARNm

1.2.3.1. Sitios de union a microARNs (miARN5)

Con el proposito de valorar los candidatos realizamos un tamizado de los microARNs con
mayor puntaje en funciéon de los patrones de expresion espaciales (hibridacion in situ) y/o
temporales (RNA-seq) conocidos (Chen et al., 2005; Wienholds et al, 2005), de los cuales
seleccionamos los 2 candidatos mejor puntuados que ademas se expresaran durante el desarrollo en
la ventana temporal de las 0 — 48 hpf.

La busqueda de sitios putativos de unién a microARNs mostro la presencia de secuencias de
union de miARNs que podrian regular la expresion de marcksa y marcksb (tablas R9 y R10), asi

como de mrpa 'y mrpb (tablas R-11 y R-12 respectivamente).



Tabla R-9. microARNs con secuencias seed de union putativa a los mensajeros de marcksa (EnsEMBL

id: ENSDARG00000004049).

Rfam ID' Score [Energia>  Base P° Poisson P* Org P’ Inicio Fin Alineamiento

GAAG GUCAGUUCCUACAAAUGU

S e N R AR RN
TTTCGCTGCTGAAGGTGTTTACA

dre-miR-30e* 17.257 -17.37  4.058680e-02 4.058680e-02 4.058680e-02 704 726

GAAG- GUCAGCCCCUACAAAUGU

S e e e N RN
TTTCGCTGCTGAAGGTGTTTACA

dre-miR-30d*  16.7404 -17.11 4.574790e-02 4.574790e-02 4.574790e-02 704 726

CGUCAUGGUAAGUUUCUCGAUA
[ I R U e e B O O B O O
GTGGTGTT-TTTATAGAGCTGT

dre-miR-458 16.5337 -17.58 3.745300e-02 3.676030e-02 3.676030e-02 147 167

UCCUACUUAGGAACAAUGAC
S N AR
GGCGTTTAACTGTGITACTG

dre-miR-459 16.1203 -15.01 4.923290e-02 4.804060e-02 9.440230e-03 374 395

UGUGUAAGCC~~AAGAUGUCCCA

RN N AR R
GCACGTTTGGATTTCTACATGGT

dre-miR-10d 15.6352 -26.8 4.169550e-02 4.169550e-02 4.169550e-02 438 462

GUGACUAAAGUUUACCACGA
[ LD =g
CACTTTGCTCATGTGGTGTT

dre-miR-29b 15.5003 -17.87  8.470790e-02 8.121940e-02 1.141870e-02 134 155

1. http://rfam.sanger.ac.uk/

2. El parametro Energy se computa con las rutinas del paquete Vienna RNA folding y es una medida de la estabilidad termodinamica de un duplex.

3. P-base es el valor p base; se calcula con los pardmetros de distribucion derivados del background gendmico de los scores de miRanda.

4. Poisson P es la probabilidad de que un transcripto dado posea mds de un evento de apareamiento significativo (hit) asumiendo una distribucion de tipo
Poisson (aplicable a eventos raros).

5. Org P (P-ortélogo) representa la probabilidad estimada de que una misma familia de miARNs se aparee con multiples transcriptos en mds de una
especie en un grupo ortologo, computando el grado de conservacion de secuencia en los extremos 3"-UTR.

* Mejor candidato ponderando el puntaje de MicroCosm y los patrones de expresion espaciotemporales conocidos.



Tabla R-10. microARNs con secuencias seed de union putativa a los mensajeros de marcksb (EnsEMBL

id: ENSDART00000002932).

Energia

Rfam ID' Score’ Base P* Poisson P° Org P¢ Inicio Fin Alineamiento
GUCACUUAAGAUGGUCACGGUAU
S s [l Errrrnd
dre-miR-183*' 17.7748 -25.12 1.143590e-02 2.531530e-03 2.531530e-03 372 394 TAGTTGAAGGTACTGGTGCCATA
GCGUGUCA - CACAUGUUACGUC
e N NN NN
dre-miR-460-5p* 16.739 -18.73 3.786670e-02 3.715870e-02 3.715870e-02 734 756 TGCCCTGTCATGTGTAATGCAG
aaccguAAAUCGGGUAAGGAC
|11 (EEEEREREN
dre-miR-461 16.6375 -20.75 4.584810e-02 4.481300e-02 4.385320¢-03 102 123 ccatacTTTCACCCATTCCTG
UCACUUAAGAUGGUCACGGUAU
SRR A RS RN RN
dre-miR-183 15.7549 -21.64  7.290010e-02 2.531530e-03 2.531530e-03 329 351  GGTGAACTTTGTTAGTGTTGTA
AGUGGUAACGAUGU - - CACGUUA
(IR RN R
xtr-miR-367 15.7245 -18.01 9.976980e-02 4.658030e-03 4.658030e-03 526 547 TCAGCA- - GCTGCATTGTGCAAT
aguggUAACGAUGUCACGUUA
SEEEE e
xtr-miR-367 15.7245 -16.51 9.976980e-02 4.658030e-03 4.658030e-03 796 815 gaaaaGTTGC CAGTGCAAT
AGUCUGGCUCUGUUCACGUUA
[ ] [ s T
dre-miR-25 15.5216 -11.05 9.186670e-02 8.777330e-02 1.080170e-02 794 815 TTGAAAAGTTGCCAGTGCAAT
ccuccggcccUGCUCACGUUA
s
dre-miR-92b 15.1158 -11.81 8.606790e-02 8.246810e-02 9.618330e-03 794 815 ttgaaaagttGCCAGTGCAAT

1. Expresion reportada en ojo (microarray), epitelio nasal; células ciliadas de la linea lateral y oido, ganglios craneales, bastones,

conos y células bipolares de la retina, epifisis (hibridacion in situ).

*, Mejor candidato ponderando el puntaje de MicroCosm y los patrones de expresion espaciotemporales conocidos.



Tabla R-11. microARNs con secuencias seed de union putativa a los mensajeros de mrpa (EnsEMBL

id: ENSDART00000051804).

Rfam ID Score  Energy Base P Poisson P Org P Start End Alignment
GGUGUGUGAAGGAAUGUAAGG
I
dre-miR-206*' 172871 -21.03  3.049840¢-02 3.003800e-02 3.003800-02 402 422 ©rGCCAACTTTC TACATTCC
AUGUAUGAAGAAAUGUAAGG
dremiR-1* 168681 -1423 4.904840e-02 4.786500e-02 4.786500e-02 402 422 [l IUILL LTI
UCGGUGUUAG-UGGAAGACUAGA
xtr-miR-383 166585 -24.58 4.813790e-02 4.699760e-02 4.699760e-02 631 653 |l iIIL flElIElLAI]
ACUUGACAACUCUUGGUGA
dre-miR203b  16.0299 -17.76 4.666090e-02 4.558900e-02 4.558900e-02 448 469 | !: 1 I TVITITTT:]

TGGTGTATAGAGAACCATT

1- Expresion reportada en musculo (microarray, hibridacion in situ), esp. cardiaco.

*. Mejor candidato ponderando el puntaje de MicroCosm y los patrones de expresion espaciotemporales conocidos.

Tabla R-12. microARNs con secuencias seed de union putativa a los mensajeros de mrpb (EnsEMBL

id: ENSDART00000056987).

Rfam ID Score  Energy Base P Poisson P Org P Start End Alignment
UAUGUAUGAAGAAAUGUAAGGU
S N e N R R
dre-miR-1* 17.1883 -14.79 3.572950e-02 3.509870e-02 1.888240e-03 527 548 GTTTAAATAGCTCTACATTCCA
AUUUGUAGUGACGUUCAGAAU
[N N B B FITETT
dre-miR-499  17.1883 -11.33  3.608000e-02 3.543690e-02 3.543690e-02 594 615 TGAATATAGGTTTTAGTCTTA
GAUGGUAUCCC - - AUUUUGGUGAC
[ e N e R RN
dre-miR-140*' 16.8777 -23.71 3.025320e-02 2.980020e-02 2.980020e-02 677 700 CGACAAAGGGGAATTAAACCACTG
GUGUGAAGGAAUGUAAGGU
N N R
dre-miR-206 164635 -15.16 6.948590e-02 6.712670e-02 7.472790e-03 527 548 TAAATAGCTCTACATTCCA
CACGAUCACGGUUU
LI Tt
dre-miR-96 159758 -18.6  5.753060e-02 5.590700e-02 3.301650e-03 196 217 GTG-TGGTGCCAAA
AAUUCCCAGAGUCCC
[ RN
dre-miR-125a 14.5997  -11.7  7.953850e-02 7.645750e-02 8.113430e-03 389 410 TTGATTTTTTCAGGG
GGCAUC
(AR
dre-miR-738 14.4298 -19.86 6.288200e-02 6.094570e-02 4.451800e-03 549 571 GCCGTAG

1- Expresion reportada en branquias (microarray), cartilagos de los arcos faringeos, esqueleto craniofacial y aletas (hibridacion in

situ).

*, Mejor candidato ponderando el puntaje de MicroCosm y los patrones de expresion espaciotemporales conocidos.




1.2.3.2 Busqueda de otros elementos regulatorios

La busqueda de secuencias consenso de regulacion presentes en los ARN mensajeros de los
genes de la familia marcks indic6 que existian sitios de regulacion por microARNs denominados
cajas K en las ubicaciones sefialadas en la tabla R-13. No identificamos regiones analogas al
elemento tipo ARES rico en CU descrito en los mensajeros del gen homologo de ratén: macs (Wein
et al., 2003). Como control, sometimos al mensajero de ratobn al mismo tipo de andlisis,
identificando dos sitios caja K que hasta el momento no habian sido descritos y la region rica en CU

antes mencionada.

Tabla R-13. Elementos regulatorios adicionales encontrados en las secuencias de cDNA de los genes
marcks de pez cebra.

mensajero elemento secuencia posicion
marcksa CajaK CTGTTATA 1006-1013
marcksb CajaK CTGTGTTA 1313-1320
Caja K CTGTGATA 2348-2355
macs*
CajaK CTGTGGTA 2378-2385

* Es el gen ort6logo en el raton.

Encontramos ademas en los mensajeros de las mrp la presencia de regiones ricas en AC en
el extremo 3'-UTR asociadas con elementos de regulacion de la estabilidad del ARN tipo ARES. Su

secuencia, localizacién y tamafio se indican en la tabla R-14.

Tabla R-14. Elementos regulatorios adicionales encontrados en las secuencias de cDNA de los genes mrp
de pez cebra.

mensajero elemento secuencia posicion
CajaK CTGTGTTA 4487-4494
mrpa ARE (rico en AU) TATTTATAT 3568-3576
ADH DRE} AAGGCTGA 3404-3411
ARE (rico en AU) TATTTATTT 2723-2731
mpb CajaK CTGTGAAA 1451-1458
mrp* -

* Es el gen homologo en el raton.
1 Elemento asociado a estabilidad




1.3. Secuencias gendmicas

Con el proposito de caracterizar las secuencias gendmicas de los genes de la familia marcks
del pez cebra y determinar la presencia de intrones en la secuencia génica realizamos alineamientos
con el software Spidey de las secuencias de bibliotecas de cDNA utilizando como base de datos el

ensamble de genoma zv9 del pez cebra (tabla R-15).

1.3.1. Los genes marcks y mrp

La secuencia gendmica de marcksa mapea en el cromosoma 20 y estd interrumpida por dos
intrones, mientras que la secuencia gendémica de marcksb mapea en el cromosoma 17 y estd
interrrumpida por un Unico intrén.

La secuencia gendmica de mrpa mapea en el cromosoma 19, mientras que la de mrpb mapea

en el cromosoma 13. Ambos genes presentan un Unico introén interrumpiendo su secuencia.

Tabla R-15. Estructura de los genes de la familia marcks en el pez cebra obtenida mediante comparacion de

las secuencias de ARNm con el ensamble genémico Zv9.

posicion en el  Posicién en el Longitud Posiciéon en el Longitud
Cromosoma' Exones Intrones
genoma mensajero (pb) genoma (pb)
6937-7218 1-282 282
marcksa 20 3 3860-4781 283-1203 921 2 6936-4782 2156

434-886 1204-1657 454

1543-1824 1-282 282

marcksb 17 2 1 1825-2643 820
2644-4217 283-1857 1575
3171-3432 1-262 262

mrpa 19 2 1 2022-3170 1150
726-2021 263-1558 1296
3261-3519 1-259 259

mrpb 13 2 1 1922-3260 1340

515-1921 260-1664 1405

1.- Cromosoma del ensamble zv9 en el que mapea el alineamiento.




i como se muestra en la figura 11.
Encontramos discrepancias en el uso de codones indicando sesgos diferentes entre los cuatro

A efectos de determinar la existencia de sesgos en el uso de codones analizamos las regiones
codificantes de secuencias de cDNA correspondientes a ARNm de la familia marcks del pez cebra y
genes. También encontramos que los cuatro genes presentan diferencias con la tendencia general

derivada de la tabla de uso de codones del pez cebra.

1.3.2. Uso de codones
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Figura 11. Adaptacion relativa del uso de codones de los ADNcs de la familia marcks en el pez cebra. Se
grafica con una adaptacion igual a 100 el codon mas usado para un determinado aminoacido, y se relativiza
el nivel de los demas respecto al primero. Los cuatro genes presentan diferencias entre si en el uso de
codones en sus regiones codificantes. Ademas presentan discordancias (sefialadas con asteriscos rojos) con la
tabla de uso de codones del pez cebra (barras negras), que podrian ser propias de la composicion

aminoacidica particular de estas proteinas. En amarillo se sefialan los codones correspondientes a los

Val

aminoacidos mas frecuentestes en la secuencia primaria de marcks (A); mrp (B).



1.3.3. Analisis de los elementos regulatorios presentes en la region 5' upstream a los genes de la

familia marcks

Con el proposito de determinar la posible existencia de elementos regulatorios en cis, se
tomo la region -1kb en el ensamble gendmico (zv9) y se sometid a un andlisis de prediccion de islas

CpG.
1.3.3.1. marcksa 'y marcksb

La secuencia -1kb del gen marcksa presenta un isla CpG de 125 pb entre -77 y -200 con un
contenido GC de 49% frente al promedio del genoma que es de 36,5% (Han & Zhao, 2008);
mientras que la secuencia -1kb del gen marcksb presenta dos islas CpG, la primera de 78 pb entre
-58 y -135 con un contenido GC de 54%, y la segunda de 80 pb entre -276 y -355 con un contenido

GC de 59%, como se ilustra en la figura 12.

49% GC

0,84 /
506 Promedio del genoma  «wwweeees % --------- 36,5%
E ’

I I L] L] L] L] L] L] I
-600 -400 -200 0
posicion en la secuencia

59% 54% GC

T
-1.000 -800

----- promedio del genoma % % 36,5%
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T T T
-600 -400 -200 0

posicion en la secuencia
Figura 12. Ubicacion de las islas CpG a lo largo de la secuencia de 1000 pb upstream a los genes marcksa
(A) y marcksb (B) en el ensamble gendmico zv9. La prediccion se realizé con una ventana de 100 pb. El eje
de las abscisas representa la secuencia 1 kb 5', desde -1kb hasta la posicion 0. Se indican los porcentajes GC

de las islas putativas en relacion al promedio de contenido GC del genoma.



Con el propodsito de analizar posibles relaciones evolutivas entre estas secuencias 5',
realizamos el mismo andlisis para los genes de otros organismos representativos de diferentes
grupos de vertebrados cuyo ensamble gendmico fuera robusto y alineamos los graficos en la figura
13 para su comparacion. Debe notarse que todas las secuencias analizadas presentan al menos una
isla CpG en la secuencia -1kb. Los tres grupos de mamiferos presentan tres islas CpG cuya posicion
y extension se encuentran conservadas.

La mayor variacion referente a extension y ubicacion de las mismas se encuentra en los
grupos de anamniotas. Sin embargo, todos los grupos presentan una isla que se extiende en el
entorno de las posiciones -50 y -200.

Realizamos una busqueda de secuencias consenso de unidon a factores trans mediante el
software proscan y obtuvimos una lista de candidatos. Sélo la secuencia -1kb correspondiente al
gen marcksa presentd regiones identificables como promotores putativos. Depuramos manualmente
la lista de candidatos y reconstruimos la region promotora 5' que mostramos en la figura 14
incluyendo las secuencias regulatorias cis y las de union a factores trans identificadas. Ni marcksa
ni marcksb presentaron cajas TATA, aunque ambos presentaron cajas CAAT y elementos de unién a

CREB en su region 5', lo que se detalla en la tabla R-16.

Tabla R-16. Elementos regulatorios adicionales identificados en 5' de los genes marcks del pez cebra

gen elemento secuencia centro en
Caja CAAT CCAAT -250
marcksa
CREB TGACGTCA -170
Caja CAAT CCAAT -150
marcksb
CREB TGACGTCA -130

La reconstruccion grafica abreviada de la estructura de estos genes integrando los datos

hasta ahora descritos, incluyendo como control el gen del raton, se ilustra en la figura 15.
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Figura 13. Ubicacion de las islas CpG a lo largo de la secuencia de 1000 pb upstream a los genes marcks de

vertebrados pertenecientes a diferentes clases en sus respectivos ensambles gendémicos. Las predicciones se



realizaron con una ventana de 100 pb. La posicion 0 en los graficos corresponde a -1000 y la posicion 1000

del gréfico corresponde a -1.

22
20 B e @
Q'QO N /?\ Qo\/ @6
18 . \00\ \@’QO \oe\‘a’ o~
B \03 e\,b,Q
Y
16 -
14 4 e &
1 1 L \ C° AR S
- ’QO - QO -
J \03\0 ‘Oé\a
2 107 G <&
2 g SO o MaeP
8 3\9Q e\g/ O e‘
E A\Y) O?x ’Qo\/ 006
6 < @ 2
i A\ ?\’\0@\ -
4 W
2 4
0 -
-2 L LJ I L I L I L I L l L l L l v L] I

T T
-1000 -900 -800 -700 -600 -500 -400 -300 -200 -100 0

posicién

Figura 14. Reconstruccion de la region regulatoria ubicada dentro de 1 kb upstream al gen marcksa. En
orden de proximidad a la region transcripta se muestra con una barra (lineas diagonales) la isla CpG, con un
globo celeste la region promotora con las secuencias de union de factores trans ubicadas en la hebra
reversa, y con el globo anaranjado se identifica la region promotora con las secuencias trans localizadas en
la hebra directa. En el eje de las ordenadas se grafica el peso estadistico (frecuencia de aparicion de la
secuencia particular en una region promotora vs. no promotora). ATF: activating transcription factor;
TCR-beta: T-cell receptor beta; CREB: c-AMP response element binding protein; beta-pol: RNA

polymerase beta.
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Figura 15. Reconstruccion de la estructura de los genes de raton macs (A), y de sus ortoélogos en el pez
cebra marcksa (B) y marcksb (C). Se incluye la region 5' inmediata adyacente al gen. En celeste se indican
las regiones exdnicas con su extension indicada en pares de bases, en rojo las regiones intronicas. Con
lineas punteadas verticales se indican los limites de la region codificante a efectos de facilitar la

identificacion de las regiones 5' y 3'-UTR de los transcriptos. Consenso cajas CAAT: CCAAT; consenso

unién a CREB: TGACGTCA.

1.3.3.2 mrpa 'y mrpb

La secuencia de 1 kb 5' al gen mrpa presenta una isla CpG de 225 pb ubicada entre -136 y

-361, mientras que la secuencia correspondiente al gen mrpb no presenta islas CpG detectables por

este método, como se muestra en la figura 16.
Mediante la busqueda de secuencias consenso de union a factores trans con el software

proscan no obtuvimos candidatos. También realizamos una busqueda de elementos regulatorios

adicionales, y no encontramos cajas TATA, ni elementos de unién a CREB. Sélo encontramos

regiones de cajas CAAT como se detalla en la tabla R-17.
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Figura 16. Ubicacion de las islas CpG a lo largo de la secuencia de 1000 pb upstream a los genes mrpa (A) y

mrpb (B) en el ensamble gendmico zv9. La prediccidon se realizd con una ventana de 100 pb. El eje de las
abscisas representa la secuencia 1 kb 5', desde -1kb hasta la posicion 0. Se indican los porcentajes GC de las

islas putativas en relacion al promedio de contenido GC del genoma.

Con el propdsito de analizar posibles relaciones evolutivas entre estas secuencias 5',
realizamos el mismo andlisis para los genes de otros organismos representativos de diferentes
grupos de vertebrados y alineamos los graficos en la figura 17 para su comparacion. Entre las
regiones 1 kb 5' de los genes mrp existe mayor divergencia entre los grupos analizados respecto a la
estructura de islas CpG que lo que ocurre con los genes marcks. Sin embargo, podemos identificar
un rasgo en comun que es la existencia de al menos una region rica en el dinucledtido, de longitud y

localizacion variable, que se ubica entre -50 y -400.

Tabla R-17. Elementos regulatorios identificados en 5' de los genes mrp del pez cebra

gen elemento secuencia centro en
mrpa Caja CAAT CCAAT -90
mrpb Caja CAAT CCAAT -80
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Figura 17. Ubicacion de las islas CpG a lo largo de la secuencia de 1000 pb upstream a los genes mrp de
vertebrados pertenecientes a diferentes clases en sus respectivos ensambles gendomicos. Las predicciones se

realizaron con una ventana de 100 pb. La posicion 0 en los graficos corresponde a -1000 y la posicion 1000



del grafico corresponde a -1.

La reconstruccion grafica abreviada de la estructura de estos genes integrando los datos

hasta ahora descritos incluyendo como control el gen del raton se ilustra en la figura 18.
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Figura 18. Reconstruccion de la estructura de los genes de ratén mip (A), y de sus ortdlogos en el pez cebra
mrpa (B) y mrpb (C). Se incluye la region 5' inmediata adyacente al gen. En celeste se indican las regiones
exoénicas con su extension indicada en pares de bases, en rojo las regiones intronicas. Con lineas punteadas
verticales se indican los limites de la region codificante a efectos de facilitar la identificacion de las regiones

5'y 3'-UTR de los transcriptos.



I1. Caracterizacion del patron de expresion de marcks en el embrion de pez cebra.



2. Analisis de los patrones de expresion de los genes de la familia marcks en el pez cebra

2.1. Generacion de clones flanqueados por secuencias consenso de promotores virales para

transcripcion in vitro.

2.1.1 Subclonado de marcksa 'y marcksb en el plasmido pCS2+

Con la finalidad de generar moldes para transcripcion in vitro, tanto de los ARNm como de
ribosondas antisentido de longitud completa, subclonamos marcksa y marcksb en el vector pCS2+.
La concentracion de inserto marcksa purificado se estimé en 56 ng/uL, mientras que la
concentracion del inserto marcksb se estimo en 20,5 ng/uL (figura 19).

Realizamos las reacciones de ligacion como se ha descrito y los introdujimos en células de

E. coli XL1-blue.

2.1.1.1. marcksa

Realizamos cultivos liquidos de cuatro colonias transformantes marcksa y de las
transformantes pCS2+, purificamos el ADN plasmidico, que se corrid en un gel de agarosa (figura
20 A) y se cuantifico por densitometria.

Para verificar que el ADN plasmidico purificado fuera de interés, realizamos dobles
digestiones con las enzimas cuyos sitios de restriccion esperabamos que flanquearan los insertos,
EcoRl1y Xhol, como se muestra en la figura 22 B. Determinamos el tamaiio de los insertos liberados
mediante densitometria. Las colonias 1, 2 y 4 liberaron un inserto de alrededor de 1900 pb (figura
20 B y C) que se correspondia con el tamano esperado aproximado de marcksa (1673 pb).

Enviamos a secuenciar el ADNp correspondiente a las tres colonias sefialadas a efectos de
identificar el inserto y verificar la efectiva incorporacion de marcksa al vector pCS2+ (Figura 21).
Luego de corregir manualmente la secuencia en donde la secuenciacion automatica no pudo
resolver las ambigiiedades, realizamos una blisqueda por alineamientos locales de la secuencia
obtenida para su identificacion, obteniéndose un 96% de identidad con la secuencia BC095101

(marcksa). El plasmido resultante es el que se muestra en el mapa de la figura 22.
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Figura 19. (A) Digestion de pME18S-marcksa y pME18S-marcksb con las enzimas EcoRl y Xhol para
liberar los insertos. El gel de agarosa 1% se colored con azul de metileno y se iluminé con luz blanca para

recortar las bandas. (B) Insertos marcksa y marcksb eluidos y purificados de las bandas recortadas en A. (C



y D) Densitogramas del gel del panel B en que se determind el tamafio relativo de los productos purificados
(C) y en que se cuantificé la cantidad obtenida (D) y se utilizd para determinar su concentracion.

MARCKS-1: marcksa;, MARCKS-2: marcksb; MPb: marcador de pares de bases (Fermentas SM0403)
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Figura 20. (A) ADNp de las colonias transformantes de pCS2+, pCS2+marcksa. (B) Digestiones con
EcoRl/Xhol. Las colonias marcksa (MARCKS-1 en la figura) 1, 2 y 4 liberaron un inserto de ~1900 pb. (C)

Determinacion del tamafio aproximado de los productos de digestion por densitometria.
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Figura 21. Cromatograma de secuenciacion del clon pCS2+marcksa (1). Con N se indican las bases que

presentaban ambigiiedades para su identificacion automatica.
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Figura 22. Mapa del plasmido obtenido pCS2+marcksa. Se muestran los sitios de restriccion de EcoRl,

Xhol, la ubicacion de los promotores virales y las principales caracteristicas derivadas del vector pCS2+

2.1.1.2. marcksb

Realizamos cultivos liquidos de 2 colonias transformantes marcksb, purificamos el ADN
plasmidico, lo corrimos en un gel de agarosa 0,8% (figura 23 A) y cuantificamos por densitometria.

Para verificar que el ADN plasmidico purificado fuera de interés, realizamos dobles
digestiones con las enzimas cuyos sitios de restriccion se esperaba que flanquearan los insertos,
EcoRl1y Xhol, como se muestra en la figura 25 B. Determinamos el tamafio de los insertos liberados
mediante densitometria. Las dos colonias liberaron un inserto de alrededor de 1700 pb (figura 23 B)
que se correspondia con el tamafio esperado aproximado de marcksb (1870 pb). Enviamos a
secuenciar el ADNp correspondiente a la colonia sefialada a efectos de identificar el inserto y
verificar la efectiva incorporacion de marcksb al vector pCS2+ (Figura 24).

Luego de corregir manualmente la secuencia en donde la secuenciacién automatica no pudo
resolver las ambigiiedades, realizamos una blsqueda por alineamiento local de la secuencia
obtenida para su identificacion, obteniéndose un 94% de identidad con la secuencia BC092814

(marcksb). El plasmido resultante es el que se muestra en el mapa de la figura 25.
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Figura 23. (A) ADNp del plasmido pCS2+marcksb; (B) digestion de pCS2+marcksb con las enzimas EcoRI
y Xhol. La digestion resultd en dos bandas, una de ~4000 pb correspondiente al vector linealizado pCS2+, y

una de ~1900 pb correspondiente al inserto marcksb.



y A“M

[\

/

|

‘h A

e e

A

ol

N R e R

130
AAAGGAAGAAAAAAAAC

o gl

Bt bbb ERHHHH e B an bennn
A TACAGGAAA

5 11k thr Ha
NATGGTGCTGAAGTATTTACA

|

|

il
I\
MY M oae Y

|

ol

100

410

A‘A‘A’é” 00 \" Wh

730

NNGANN NAANN NN N NNNCC NN NNNCA N N NN
720

710

=g

Figura 24. Cromatograma de secuenciacion del clon pCS2+marcksb (1). Con N se indican las bases que

presentaban ambigiiedades para su identificacion automatica.




LacZ alpha 4966...4898§
F1 ori 4879...4573

pCS2+marcksb
5954 bp

1966 Xhol (1)

1974 Xbal (1)

SV40 late polyA 2007...2198
T3 2267...2248

M13-rev 2305...2285

LacO 2333...2311

Figura 25. Mapa del plasmido obtenido pCS2+marcksb. Se muestran los sitios de restriccion de EcoRl,

AmpR 4112...3453

ColE1 origin 3355...2673

Xhol, Xbal y BamH]I, la ubicacion de los promotores virales y las principales caracteristicas derivadas del

vector pCS2+.

2.2. Clonado de mrpa 'y mrpb con extremos romos en el vector T pJET1.2

2.2.1. Amplificacion de las secuencias codificantes de mrpa y mrpb mediante RT-PCR

Realizamos las reacciones de RT-PCR en condiciones estdndar sobre moldes de ADNc
derivados de ARNm de cerebro, ojos, y musculo de pez cebra adulto. Las parejas de cebadores de
mrpa amplificaron el fragmento de 619 pb esperado para la region codificante de mrpa (figura 26
A), mientras que mrpb present6d una banda de 680 pb correspondiente a su tamaio esperado (figura
26 B). El ADN recuperado se evalué en un gel de agarosa y se cuantifico densitométricamente
(figura 27).

Realizamos las respectivas reacciones de ligacion, y se transformaron E. coli XL1-blue
competentes con las mezclas de ligacion resultantes, purificamos las colonias transformantes
mediante doble estria y seleccionamos dos para cultivo liquido. Purificamos el ADNp y lo enviamos
a secuenciar. Luego de corregir manualmente las secuencias, determinamos que los clones
correspondian a mrpa y mrpb en el vector pJET1.2 y elaboramos mapas de los plasmidos con las
orientaciones de los insertos y los sitios de corte de las enzimas de interés con secuencias de corte

flanqueandolos, como se muestra en la figura 28.
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Figura 26. Amplificacion por RT-PCR de mrpa (A) y mrpb (B) de diferentes tejidos de pez cebra adulto.

Ambos mensajeros estaban presentes en extractos de cerebro, ojos y musculo. MPb: marcador de pares de

bases.
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Figura 27. Bandas eluidas y precipitadas de amplificacion de mrpa y mrpb (A), y su correspondiente

cuantificacion densitométrica para la reaccion de ligacion (B). MPb: marcador de pares de bases.
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Figura 28. Mapa de los plasmidos con los clones mrpa (A) y mrpb (B). Se muestran las orientaciones en

que se clond y las principales enzimas de interés que flanquean los insertos.

2.4. Analisis del patron espacial de expresion de marcksa y marcksb mediante hibridacion in

situ.

Para determinar el patron espacial de expresion de los genes marcks en embriones de pez
cebra realizamos hibridaciones in situ en embriones de 35 hpf con sondas full-length. Como control
negativo utilizamos una sonda sentido generada con una secuencia de ARNr 28S.

Encontramos que la expresion de marcksa era ubicua en embriones de esta etapa,
encontrandose presencia del mensajero en musculo, tejidos cutaneos y sistema nervioso. Ademas las
células de la region medial del cerebro posterior presentaban en la region de citoplasma apical un
enriquecimiento en los mensajeros de marcksa (figura 29 A) y marcksb (figura 30 A). Mientras
encontramos que el mensajero marcksa es abundante en las células de la médula espinal, no
encontramos seflal de marcksb detectable en estas células (figuars 29 B y 30 B). Determinamos
también que los mensajeros se encuentran en el ojo, presentando marcksa una mayor abundancia en
las regiones apical y basal de la retina neural y en el cristalino (figura 29 C-E), mientras que
marcksb sdlo se encontr6 en niveles apreciables en la region apical de la retina neural (figura 30 C).

En ninglin caso encontramos sefal detectable en los controles negativos (figura 31 A-D).



marcksa AS

Figura 29. Patron de expresion de marcksa en embriones de 35 hpf. En la columna de la izquierda se muestra
la hibridacion in situ con sonda full-length. En la columna de la derecha se superpone la coloracion nuclear
Hoechst 33342 en color rojo. La expresion es ubicua, aunque se observa un enriquecimiento en la region de
citoplasma apical en las células de la region medial del cerebro posterior (CP) y la médula espinal (ME) (A'y
B). m: musculo; C: cristalino; RN: retina neural. Barra: 20 pym



marcksb AS e
& :. ¥ \"
g mres :
{,{’ '." ? " \ CP
.- ol
1 ‘{ Y,v ¥
b 2 ¢
B
ME
m
C e ‘\\

Figura 30. Patron de expresion de marcksb en embriones de 35 hpf. En la columna de la izquierda se muestra
la hibridacion in situ con sonda full-length. En la columna de la derecha se superpone la coloracion nuclear
Hoechst 33342 en color rojo. La expresion es ubicua a nivel de la region cefalica posterior, aunque se
observa un enriquecimiento en la region de citoplasma apical libre en las células de la region medial del
cerebro posterior (A); a nivel del tronco no observamos sefial detectable ni en los tejidos esqueléticos ni en la
médula espinal (B). La expresion de marcksb parece encontrarse enriquecida en la region apical de la retina
neural (C). Barra: 20 pm. CP: cerebro posterior; ME: médula espinal; m: musculo; C: cristalino; RN: retina

neural.
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Figura 31. Controles negativos de hibridacion in situ sobre cortes de embriones de 35 hpf. En la columna de
la izquierda se muestra la hibridacién con la sonda 28S sentido; en la columna de la derecha se muestra la
superposicion con la tincion nuclear Hoechst 33342 en color rojo. A y B, cortes transversales a nivel del
tronco. C y D cortes de ojo. Barra: 20 pm. CP: cerebro posterior; ME: médula espinal; m: musculo; C:

cristalino; RN: retina neural.



2.5. Evaluacion de los niveles relativos de expresion de los mensajeros de marcks en diferentes

tejidos de individuos adultos mediante sqRT-PCR

Partimos de la hipotesis de que los genes de la familia marcks cumplian funciones en el
sistema nervioso, y por lo tanto sus niveles de expresion debian ser diferentes en tejidos neurales y
no neurales. Con la finalidad de determinar si existian diferencias cuantificables en los niveles de
abundancia de mensajero de marcksa y marcksb en diferentes tejidos de pez cebra adulto,
realizamos una cuantificacion relativa mediante sqRT-PCR, que mostréo que nuestra hipotesis de
partida tenia sustento experimental (figura 32). Mediante este abordaje experimental determinamos
que los niveles de abundancia de marcksa presentdé un comportamiento diferente con niveles medios
en el cerebro, superados en 1,5 veces por el musculo, pero resultd ser practicamente indetectable en
el ojo del pez cebra adulto. Por su parte, los niveles de marcksb presentes en el cerebro eran
sobrepasados en 1,5 veces por los niveles presentes en tejido muscular y practicamente duplicados

en el ojo.
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Figura 32. Expresion comparativa de marcksa y marcksb en tres tejidos de pez cebra adulto. sqRT-PCR de
marcksa y marcksb en cerebro (A), ojo (B) y musculo (C). El gen de referencia utilizado para normalizar es
el de la proteina ribosomal 113a (rp/13a). (D) Niveles relativos de expresion. En el eje de las ordenadas

cantidad en unidades arbitrarias.



3. Analisis del patron temporal de expresion de marcksa 'y marcksb

3.1. Expresion de marcks y mrp en las etapas de 24 y 48 hpf

Para dilucidar si mrpa y mrpb se expresaban en los embriones de 24 y 48 hpf realizamos un

experimento de RT-PCR y determinamos que los ARNm de todos los genes eran expresados en esas

etapas del desarrollo, como se muestra en la figura 33.
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Figura 33. Expresion de mrps (B) en embriones de pez cebra de 24 y 48 hpf. RT-PCR.

3.2. Diferencias relativas en los niveles expresion marcks y mrp en embriones de 24 y 48 hpf

mediante sqRT-PCR.

Conociendo que tanto los genes marcks, como los mrp son expresados durante el desarrollo
del pez cebra en las etapas de 24 y 48 hpf, exploramos la posible variacion en sus niveles de
expresion asumiendo como hipdtesis que sus niveles variaban en estas etapas de manera diferente.
Partiendo de esta premisa, realizamos ensayos de sqRT-PCR para los cuatro genes (figuras 34 y 35
A). Sabiendo que las curvas de amplificacion deberian aproximarse a un comportamiento sigmoide
(Liu & Saint, 2002; figuras 38 y 39 B y C), linealizamos las mismas en un grafico logaritmico,
aproximamos a la mejor recta mediante regresion lineal, y comparamos sus pendientes (figuras 34 y
35 D y E, tabla R-18). Las diferencias en las pendientes indicaron diferencias en las tasas de
amplificacion de marcksb, mrpa y mrpb entre las 24 y las 48 hpf, no permitiéndonos refutar la

hipdtesis nula e indicando que sus niveles de expresion variaban.



Tabla R-18. Coeficientes angulares de las ecuaciones de la recta
mejor aproximada a las curvas logaritmicas de cuantificacién por
sq-RT-PCR de los genes de la familia marcks en etapas de 24-48
hpf.

gen etapa coeficiente angular
marcksa 24 hpf 0,06
48 hpf 0,06
marcksb 24 hpf 0,07
48 hpf 0,08
mrpa 24 hpf 0,02
48 hpf 0,04
mrpb 24 hpf 0,06

48 hpf 0,05
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Figura 34. Variacion en la amplificacion de marcksa y marcksb en embriones de 24 y 48 hpf. (A) sqRT-PCR
para marcksa 'y marcksb. Se tomaron muestras cada tres ciclos entre el 31 y el 40. Agarosa 1,5%. (B 'y C)
curvas de cuantificacion densitométrica de los niveles de amplificacion porcentuales de marcksa (B) y
marcksb (C). (D y E) Curvas logaritmicas y determinacion de la funcion de regresion lineal con sus valores

de R? para su comparacion. El analisis muestra diferencias en las pendientes de las curvas.
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Figura 35. Variacion en la amplificacion de mrpa y mrpb en embriones de 24 y 48 hpf. (A) sqRT-PCR para
mrpa 'y mrpb. Se tomaron muestras cada tres ciclos entre el 31 y el 40. Agarosa 1,5%. (B y C) curvas de
cuantificacion densitométrica de los niveles de amplificacion porcentuales de mrpa (B) y mrpb (C). (D y E)
Curvas logaritmicas y determinacion de la funcion de regresion lineal con sus valores de R* para su

comparacion. El analisis muestra pequefias diferencias en las pendientes de las curvas.



3.3. Cuantificacion de los niveles de expresion de los genes de la familia marcks en el

desarrollo del pez cebra mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real.

Debido a los indicios de que existian cambios en los niveles de expresion en estas etapas, y a
que las limitaciones del método de sqRT-PCR no nos permitirian explorar en mayor detalle estos
fendmenos, decidimos utilizar como abordaje experimental la RT-PCR cuantitativa en tiempo real
(qPCR). Evaluamos los niveles de expresion de las etapas 24, 48 y 72 hpf, de marcksa, marcksb,
mrpa, mrpb, y los genes de referencia efla (factor de elongacion) y rpll3a (proteina ribosomal),
comparados con los niveles que detectamos en ovocitos, cuyo valor establecimos como 1 en
nuestros analisis.

Para determinar si los juegos de cebadores presentaban mas de un producto detectable
(multimeros de cebadores, etc) realizamos curvas de melting, representando la variacion de la
fluorescencia detectable en funcion de la temperatura. En todos los casos obtuvimos un tnico

producto de amplificacién, como se muestra en la figura 36.
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Figura 36. Curvas de melting de los productos de amplificacion en tiempo real. Todos los juegos de
cebadores presentaron un Unico amplicon como se observa en el grafico. Se grafica el opuesto de la
derivada primera de la fluorescencia respecto al tiempo en funcion de la temperatura. Los picos Uinicos

indican que se trata de un producto de amplificacion tnico.

Cuando cuantificamos los niveles de expresion en funcion del gen de referencia efla,
encontramos que marcksa presentaba niveles similares a los del ovocito, y que luego decae de
forma sostenida entre las 48 y las 72 hpf. En cambio marcksb presenta niveles mas bajos que los del

ovocito a las 24 hpf, y se mantienen bajos al menos hasta las 72 hpf.



Al comparar con la cuantificacion realizada utilizando como gen de referencia el de la
proteina ribosémica L13a (rpl13a), observamos la misma tendencia (figura 37 Ay B).

En el caso de mrpa y mrpb, al utilizar como gen de referencia ef/a, encontramos que los
niveles de ambos se incrementan abruptamente entre el ovocito y las 24 hpf, con tendencia al
aumento hacia las 72 hpf para mrpb, aunque sin soporte estadistico. Sin embargo, cuando
comparamos con los datos obtenidos utilizando como referencia la expresion de rpli3a,

encontramos un incremento en mrpb hacia las 72 hpf (figura 37 C y D).
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Figura 37. Niveles de expresion relativa de los genes marcksa y marcksb (A'y B), y de mrpa 'y mrpb (C 'y
D). Se utilizaron independientemente dos genes de referencia cuyos niveles se espera que no varien durante
el desarrollo: el del factor de elongacion eucariota la (efla, Ay C) y el de la proteina ribosomica 113a
(rpl13a, B y D). Las muestras control corresponden a ADNc de ovocitos, cuyo valor establecimos como 1.

Los bigotes representan el error estandar.

Las diferencias encontradas entre las cuantificaciones realizadas utilizando los dos genes de
referencia de manera independiente nos sugerian la posible existencia de variaciones en los niveles

de expresion entre los genes de referencia. Para determinarlo realizamos una cuantificacion de



ambos mensajeros, uno en funcidén del otro, y encontramos cambios sutiles en sentidos opuestos

entre ambos genes, como se muestra en la figura 38.
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Figura 38. Niveles de expresion relativa de los genes de referencia efla y rpli3a. En cada caso se utilizo el
otro gen de referencia. La abundancia de ambos mensajeros present6 diferencias entre las diferentes etapas
analizadas. Las muestras control corresponden a ADNc de ovocitos. Los bigotes representan el error

estandar.

Para minimizar las variaciones derivadas de las diferencias en los genes de referencia,
realizamos una nueva cuantificacion, esta vez considerando los dos genes de referencia
simultdneamente. Con este tipo de analisis, determinamos que marcksa disminuye sostenidamente
sus niveles de expresion entre las 24 y las 72 hpf, mientras que marcksb no varia significativamente,
luego de una disminucidon importante de sus niveles previo a las 24 hpf (figura 39 A). En tanto,
mrpa no parece variar sus niveles de expresion en la ventana temporal analizada, aunque sus valores
son apreciablemente mayores que los del ovocito. Nuevamente, para mrpb aparece una tendencia al

aumento hacia las 72 hpf estadisticamente no significativa (figura 39 B).
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Figura 39. Niveles de expresion relativa de los genes marcksa y marcksb (A), y de mrpa 'y mrpb (B). Se
utilizaron conjuntamente dos genes de referencia cuyos niveles se espera que no varien durante el
desarrollo: el del factor de elongacion eucariota la (efla) y el de la proteina ribosémica L13a (rp/13a). Los
niveles estan expresados en abundancia relativa. El control corresponde a ADNc de ovocitos. Los bigotes

indican el error estandar.



4.- Evaluacion de un panel de anticuerpos anti-MARCKS para su uso en inmunodeteccion en

pez cebra en western blots y en inmunodeteccion in situ

4.1. Screening de anticuerpos anti-MARCKS para su uso en inmunodeteccion en western blots

4.1.1. Anticuerpo monoclonal 3C3

Ensayamos el anticuerpo monoclonal 3C3, dirigido contra la isoforma de MARCKS de
pollo fosforilada en S25. Utilizamos extractos de proteina embrionaria de pez cebra de 35, 48,y 72
hpf'y, como control positivo, un carril con extracto de proteina de retina de embrion de pollo E12
(figura 40, carril 1).

El tratamiento con calor del extracto de proteinas nos permitié obtener una banda nica con
una migracion relativa de 76 kDa (figura 40, punta de flecha blanca), ligeramente menor que la
banda mayoritaria obtenida en el control positivo de 79 kDa (figura 40, punta de flecha negra)
correspondiente a S25pMARCKS, sugiriendo que el tratamiento con calor de los extractos podria

ser de utilidad también en las MARCKS de pez cebra.

Figura 40. Inmunodeteccion con el anticuerpo anti-S25pMARCKS 3c¢3. Se utilizé como control positivo un
extracto de retina embrionaria de pollo (carril 1; banda con movilidad relativa de 79 kDa, punta de flecha
negra) y se sobreexpuso la membrana para evidenciar bandas tenues. El ultimo carril fue cargado con un
extracto de embriones de 48 hpf sometido a hervor para precipitar la mayor parte de las proteinas
no-MARCKS. El tratamiento permitié obtener una unica banda con una movilidad relativa de 76 kDa

(punta de flecha blanca).



4.1.2. Anticuerpo policlonal MCt

Probamos el anticuerpo policlonal anti-MARCKS MCt utilizando extractos de proteina
obtenidos en dos condiciones diferentes: sin tratamiento, y sometidas a calor, con el fin de
enriquecer las muestras en MARCKS. Comparamos los resultados con el anticuerpo
anti-S25pMARCKS 3C3.

MCt no parece reconocer mas que unas bandas tenues en extractos obtenidos a partir de
cabezas de pez cebra de 35 y 48 hpf sometidos a calor (figura 41 A). En tanto, 3C3 reconoce bandas
mayoritarias en casi todas las muestras ensayadas (figura 41 B), teniendo éstas en todos los casos
una movilidad relativa ligeramente menor a la del control positivo de retina de pollo, siendo ésta la

unica banda en la que observamos colocalizacion (figura 41 C).
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Figura 41. Inmunodeteccion con los anticuerpos anti-MARCKS Mct (A) y anti-S25pMARCKS 3c¢3 (B). En
C se muestra la superposicion de ambas inmunodetecciones con falso color; en verde MCt, en magenta
3C3, la colocalizacion aparece en negro. Se utilizdé como control positivo un extracto de retina embrionaria
de pollo (carril 1) y se sobreexpuso la membrana para evidenciar bandas tenues. La punta de flecha sefiala

la banda correspondiente a MARCKS de pollo.



4.1.3. Anticuerpo policlonal 9300

Considerando el elevado grado de conservacion en el dominio efector de las secuencias de
las MARCKS de los diferentes vertebrados estudiados, especialmente en el caso de MARCKSa,
ensayamos un anticuerpo comercial dirigido contra el dominio efector denominado 9300.
Utilizamos como control positivo un extracto de proteinas de retina neural embrionaria de pollo, y
como muestra problema un extracto de embriones de pez cebra de 48 hpf. Realizamos una primera
inmunodeteccion control con el anticuerpo MCt para verificar su especificidad en el control
positivo (figura 42 A).

La superposiciéon de ambas inmunodetecciones nos permitid determinar que el anticuerpo
9300 reconoce una banda mayoritaria en las muestras de retina de pollo, que presenta la misma
migracion relativa que la banda mayoritaria de MCt (figura 42 B y C). Sin embargo, 9300 no parece
reconocer bandas mayoritarias en las muestras de pez cebra, en el rango de movilidad relativa

esperado.
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Figura 42. Inmunodeteccion con los anticuerpos anti-MARCKS MCt (A) y 9300 (B). Se utiliz6 como
control positivo un extracto de retina embrionaria de pollo (carril 1) y se sobreexpuso la membrana para
evidenciar bandas tenues. En C se muestra la superposicion de ambas inmunodetecciones con falso color;

en verde MCt, en magenta 9300, la colocalizacion aparece en negro. MPM: marcador de peso molecular.



4.1.4. Anticuerpo policlonal Martin

Intentamos determinar si el anticuerpo anti-MARCKS dirigido contra la proteina de pollo
Martin podria reconocer las proteinas MARCKS del pez cebra. Para ello realizamos un western blot
con muestras de retina y cerebro adultos de pez, y extractos de embriones enteros de 48 hpf. Como
control positivo utilizamos un extracto de proteinas de retina neural embrionaria de pollo.

El anticuerpo reconoce al menos dos bandas proximas a la banda de MARCKS de pollo en
las muestras de tejidos adultos de pez. Sin embargo, ambas presentan menor movilidad relativa en
SDS-PAGE que la banda que corresponde a MARCKS en el pollo (figura 43 A). Cuando
intentamos aumentar la sensibilidad incrementando las concentraciones de anticuerpo 5 y 10 veces,
la relacion sefal/ruido disminuy6 (figura 43 B y C). Para ensayar la eventual reactividad cruzada
del anticuerpo con XMARCKS, la proteina MARCKS de Xenopus, incluimos en el ensayo de la
figura 43 B un carril con un extracto de proteina embrionaria de esa especie. El incremento de la
concentracion de anticuerpo tampoco nos permitié detectar bandas que pudiéramos interpretar

como posibles MARCKS de pez cebra.
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Figura 43. Inmunodeteccion con el anticuerpo anti-MARCKS Martin. Se utiliz6 como control positivo un

extracto de retina embrionaria de pollo (carril 1) y se sobreexpuso la membrana para evidenciar bandas
tenues. En el control, la banda mayoritaria corresponde a MARCKS, y las que se encuentran por debajo

podrian corresponder a productos de degradacion. El anticuerpo reconoce dos bandas mayoritarias con



menor movilidad relativa que la banda de MARCKS de pollo (A). Utilizando el anticuerpo en
concentraciones mas elevadas que 1:5000 no mejord la sefial, y se increment6 el ruido (B y C). La carga de
proteina del carril de embriones corresponde a 6 embriones de pez cebra de 48 hpf. Tampoco fue posible
obtener evidencias de una posible reactividad cruzada con la MARCKS de Xenopus laevis (B). MPM:

marcador de peso molecular.

4.1.5. Anticuerpo policlonal Marisa

Ensayamos otro anticuerpo anti MARCKS dirigido contra la proteina de pollo, Marisa,
utilizando como control positivo un extracto de proteina de retina embrionaria de pollo (E12).
Comparamos muestras de embriones de pez cebra de 31 y 48 hpf con el anticuerpo 3C3 (figura 44
A). El anticuerpo Marisa reconoce en los extractos de retina de pollo una banda mayoritaria que se
superpone con la banda reconocida por 3C3 (figura 44 A). Ensayamos ademas extractos proteicos
obtenidos a partir de retina neural y cerebro adulto, y de embriones de 48 hpf de pez cebra (figura
44 B). Sélo en el extracto de retina neural de pez cebra adulto es posible identificar dos bandas que
coinciden con la migracion relativa de las bandas reconocidas por Marisa en muestras de pollo. No
descartamos por este motivo la viabilidad del uso de este anticuerpo en el pez cebra, si bien
esperariamos que las MARCKS del pez cebra presentaran menor movilidad relativa que la proteina
de pollo. Otorgamos el beneficio de la duda en virtud de la conocida migracion aberrante de las
proteinas MARCKS, acerca de la cual carecemos de informacion en el pez. Sin embargo, la relacion
sefial/ruido resultd insatisfactoria, tomando en consideracion que se sobreexpusieron las placas
radiogréficas para evidenciar bandas tenues reconocidas por el enticuerpo, no resultindonos posible

afirmar la existencia de bandas mayoritarias.



| superposicion

Figura 44. Inmunodeteccion con los anticuerpos anti S25p-MARCKS 3C3 y anti-MARCKS Marisa (A). Se
utilizd como control positivo un extracto de retina embrionaria de pollo (carril 1) y se sobreexpuso la
membrana para evidenciar bandas tInmunodeteccion con los anticuerpos anti-MARCKS Marisa y Polo sobre
extractos de proteina de retina neural embrionaria de pollo (RN pollo, control positivo), retina neural adulta
de pez cebra (RN pez), cerebro adulto de pez cebra (cerebro pez), embriones de pez cebra (emb. pez) y
embriones de rana X. laevis (Xenopus).cada caso se indican las diluciones de los anticuerpos primarios
utilizados. La carga de proteina embrionaria de pez corresponde a 20 embriones de pez cebra de 48
hpf.enues. Se muestra ademas la superposicion de ambas inmunodetecciones con falso color; en verde
Marisa, en magenta 3C3, la colocalizacion aparece en negro. En B se muestra la inmunodeteccién sobre
extractos de tejidos adultos de pez cebra: retina neural (RN pez) y cerebro. MPM: marcador de peso

molecular.

4.1.6. Anticuerpo policlonal Polo52

Ensayamos la inmunorreactividad del anticuerpo Polo52, dirigido contra la proteina
recombinante de pollo, y la comparamos con la inmunorreactividad del anticuerpo anti-N-terminal
Marisa. Utilizamos como control positivo un extracto de retina neural de embrion de pollo de
estadio E12. Para revelar la presencia de posibles bandas tenues reconocidas por el anticuerpo se
sobreexpusieron las membranas, saturdndose la banda de MARCKS en los carriles correspondientes

a las muestras de pollo. El anticuerpo Polo52 reconoce en el pollo una banda con la misma
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migracion relativa que Marisa, pero en ningun caso nos fue posible identificar bandas mayoritarias
por encima del ruido de fondo en las muestras de pez cebra, ni en retina o cerebro adultos, o
extractos de embriones enteros de 48 hpf. Polo52 tampoco reconocié en estas condiciones banda

alguna en un extracto de embriones de X. /aevis, como se muestra en la figura 45.
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Figura 45. Inmunodeteccion con los anticuerpos anti-MARCKS Marisa y Polo sobre extractos de proteina
de retina neural embrionaria de pollo (RN pollo, control positivo), retina neural adulta de pez cebra (RN
pez), cerebro adulto de pez cebra (cerebro pez), embriones de pez cebra (emb. pez) y embriones de rana X.
laevis (Xenopus). En cada caso se indican las diluciones de los anticuerpos primarios utilizados. La carga de

proteina embrionaria de pez corresponde a 20 embriones de pez cebra de 48 hpf.

4.2. Screening de anticuerpos anti-MARCKS para su uso en inmunodeteccion mediante

inmunofluorescencia in situ.

4.2.1 Anticuerpo policlonal MCt

Cuando lo utilizamos sobre cortes a congelacion de embriones de pez cebra, el anticuerpo



MCt presentd un enriquecimiento en la inmunorreactividad en la region basal de la retina de 40 hpf,
especialmente en la capa de fibras del nervio dptico, sugiriendo una similitud con las observaciones
realizadas en retinas embrionarias de pollo, aunque no observamos sefial en los cuerpos celulares. A
las 48 hpf, la inmunorreactividad se encontrd restringida principalmente a las capas sinapticas, sin
encontrar enriquecimiento en los cuerpos celulares en ninguna de las laminas nucleares de la retina
(figura 46), ya establecidas a las 48 hpf, presentando un patréon diferente del descrito para
MARCKS en otros vertebrados, y sugiriéndonos que la sefial era inespecifica, y que el anticuerpo

no resultaba idoneo para inmunodeteccion in situ en embriones de pez cebra.

control

Figura 46. Inmunodetecccion con el anticuerpo anti MARCKS MCt sobre cortes de embriones de embriones
de 40, 48 y 72 hpf. Se muestra como control negativo representativo un corte de 40 hpf sin anticuerpo

primario. Barra: 50 pm.

4.2.2 Anticuerpo monoclonal 3C3

El anticuerpo monoclonal 3C3 reconoce la isoforma fosforilada de MARCKS
S25p-MARCKS en varios vertebrados. Sin embargo, el patron de inmunorreactividad que

observamos en cortes a congelacion de embriones de pez cebra no presentaba similitudes con los



patrones descritos en el pollo, resultando en una sefial débil y difusa, sin enriquecimiento en las
capas plexiformes, ni en la capa de fibras del nervio 6ptico, y sin presentar mayores diferencias en
tejidos neurales y no neurales (figura 47). Estos resultados sugieren que el anticuerpo 3C3, si bien

podia resultar candidato para su utilizacion en western blots, no resultaria de mayor utilidad in situ.
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Figura 46. Inmunodetecccion con el anticuerpo anti S2SpMARCKS 3C3 sobre cortes de embriones de
embriones de 40 y 72 hpf. Se muestra como control negativo representativo un corte de 72 hpf sin anticuerpo
primario. La inmunorreactividad es débil y difusa, presentando mayor intensidad en el cristalino, y no
encontrando similitudes con el patron de distribucion de S25p-MARCKS conocido en otras especies. Barra:

50 pm.



4.2.3 Anticuerpos policlonales Martin, Marisa y Polo52

Al realizar las inmunodetecciones in sifu con los anticuerpo Martin y Marisa encontramos
que ambos presentan una sefial ubicua excluida de los territorios nucleares, pero que no presentaba
las caracteristicas ya mencionadas para el patron de inmunorreactividad de MARCKS conocido en
otras especies (figura 47 Ay B).

El anticuerpo Polo52 no present6 inmunorreactividad apreciable en cortes a congelacion de
embriones de 48 hpf de pez cebra, atin siendo utilizado en concentraciones elevadas, indicando que

tampoco resultaria adecuado para su uso in sifu en embriones de pez cebra (figura 47 C).

Martin

.-

Figura 47. Inmunorreactividad de los anticuerpos anti-MARCKS Martin (A), Marisa (B) y Polo52 (C) en

ojos de embriones de 48 hpf. Ninguno de los anticuerpos presentd un patrén analogo al conocido para la

distribucion de la inmunorreactividad de MARCKS en otros vertebrados. La barra corresponde a 20 um.



I11. Estudio de los efectos del silenciamiento génico de los posibles ortologos de marcks en el

embrion de pez cebra



5.- Estudio de los efectos del silenciamiento génico de marcksa 'y marcksb

Exploramos las funciones de MARCKSa y MARCKSb mediante ensayos de pérdida de
funcién por bloqueo de la traduccion de sus ARNm microinyectando oligonucleétidos de morfolino
antisentido. Evaluamos los fenotipos globales macro y microscopicamente, y analizamos la
expresion de marcadores de diferenciacion celular en la retina neural en los embriones morfantes.
El rango de dosis efectivas de morfolino que encontramos optimo estaba entre los 0,1 — 0,3 pmol
por embrion. Por debajo de estas dosis, los fenotipos se presentaban débiles e inconsistentes;
mientras que por encima de 0,6 p mol la muerte en etapas embrionarias tempranas, especialmente
durante la epibolia (4,5 — 9 hpf), resultaba universal.

Realizamos ademds experimentos de silenciamiento simultaneo de marcksa y marcksb con
el objeto de determinar si sus funciones podrian estar relacionadas, y en ese caso, si se trataria de

funciones sinérgicas o antagdnicas.

5.1. Analisis de los fenotipos morfantes

Validamos el morfolino control (control MO) inyectando las mismas dosis que de los
morfolinos marcksa (marcksa MO) y marcksb (marcksb MO), y comparando con embriones control
de la misma edad. Como se muestra en la figura 48, el morfolino control no provoca efectos
fenotipicos detectables en las dosis inyectadas.

Los embriones morfantes marcksa tenian un tamafio menor que los controles en cuanto a
longitud del cuerpo, presentaban ademas microcefalia, microftalmia, y edema leve del pericardio.
La histologia retiniana presentaba retrasos a las 48 hpf con regiones de muerte celular evaluada
mediante la presencia de nucleos picndticos, como se muestra en la figura 48 D y E.

Los embriones morfantes marcksb presentaban una alteracion mas severa de su morfologia
con un mayor retraso general del desarrollo, menor longitud del cuerpo, hipokinesia (datos no
mostrados), edema del tercer y cuarto ventriculo cerebral (sefialado con puntas de flecha en la
figura 48 F) y malformaciones oculares (microftalmia y deformacion del globo, asterisco). El
analisis histolégico mostrd que estos embriones presentaban un retraso en la laminacion de la retina,
en comparacion con los inyectados con morfolino control. Sin embargo, a diferencia de lo
observado en los morfantes marcksa, no encontramos regiones de muerte celular masiva en este
tejido (figura 48 G).

Alrededor del 20% de los embriones morfantes marcksb presentaron una malformacion

ocular que sugeria la existencia de plegamientos. Con la finalidad de explorar en mayor detalle las



malformaciones encontradas en los morfantes severos de marcksb, realizamos cortes semifinos (0,5

um) de los embriones para su evaluacion histologica.

Figura 48. Fenotipos de los embriones morfantes marcksa y marcksb. Se valida el uso del morfolino control

que presentd un fenotipo no diferenciable del de los embriones no inyectados (paneles superiores). Los



embriones morfantes marcksa presentan retraso del desarrollo, microcefalia y microftalmia. La histologia
retiniana aparece alterada con nucleos picnéticos en la region medial (paneles centrales). En tanto, los
morfantes marcksb presentan ademas de la microcefalia y la microftalmia, edema ventricular, y
malformaciones oculares. Las retinas de estos embriones presentan un aspecto inmaduro, pero no se

reconocen regiones de muerte celular. Barra: 200 pum.

Encontramos que los embriones de 48 hpf que macroscopicamente sugerian un plegamiento
ocular, efectivamente presentaban plegamientos, sin muerte celular apreciable. Sus retinas tenian un
aspecto inmaduro, sin ldminas ni diferenciacion celular evidentes, recordando el neuroepitelio de
una copa oOptica. En tanto, las retinas de los embriones inyectados con morfolino control
presentaban laminas y capas plexiformes ain en desarrollo pero notoriamente distinguibles (figura
49). Concomitantemente, encontramos un adelgazamiento en el diametro de las fibras musculares
esqueléticas, que podria explicar la hipokinesia observada.

Con la intencion de evaluar si el fenotipo retiniano revertia con el tiempo, a medida que el
morfolino se diluia con las sucesivas divisiones celulares, cultivamos embriones morfantes marcksb
hasta la edad de 5 dpf'y realizamos el mismo procedimiento. Encontramos que las retinas, en lugar
de corregir sus situacion, empeoraban, presentando una desorganizacion de sus capas sinapticas, y
ausencia general de laminacion (figura 49). En su region apical, encontramos nucleos alineados que
podrian corresponder a fotorreceptores, aunque no fuimos capaces de identificar segmentos
externos.

Debido a la elevada muerte celular observada en los morfantes marcksa, decidimos aislar el
fenotipo del efecto de la muerte relacionada a la via de p53, silenciando concomitantemente la
expresion de p53. Sin embargo, el fenotipo marcksa obtenido con el silenciamiento conjunto de p53
no presentd diferencias apreciables con el ya descrito. En el caso de marcksb, observamos una
atenuacion del fenotipo, aunque conservando las caracteristicas principales antes mencionadas. En
los casos de doble silenciamiento de marcksb y p53 no hemos observado los plegamientos oculares
ya descritos (datos no mostrados).

Realizamos la inyeccion conjunta de ambos morfolinos en dosis inferiores a las utilizadas
para el silenciamiento individual, asumiendo que si ambas poseian funciones sinérgicas, el fenotipo
que obtendriamos seria mas severo que la simple combinacion de dos fenotipos débiles. En caso de
que sus funciones fuesen antagdnicas, esperariamos observar una atenuacion del fenotipo morfante.
Los dobles morfantes marcksa y marcksb presentaron un fenotipo mas severo que los fenotipos
individuales, ain cuando las dosis de morfolino individual inyectadas fueron menores, de manera
de lograr una dosis total de morfolino (marcksa + marcksb) igual a la inyectada en los morfantes

simples (0,15+0,15 pmol). El efecto fue observable desde etapas tempranas del desarrollo, siendo



notable una alteracion en el frente de epibolia de los embriones inyectados, sefialado con lineas
punteadas en la figura 50 D, con desprendimiento celular (indicado con puntas de flecha en la
figura). En etapas posteriores, presentaron un acortamiento del tronco, microcefalia, microftalmia,
ausencia parcial o total de pigmentacion, edema del pericardio, plegamiento de la notocorda en la
region caudal (figura 50 A, B, C), y ausencia total o parcial de movimiento tanto espontaneo como

provocado por la estimulacién por contacto con una aguja (datos no mostrados).



Figura 49. Alteraciones en la histogénesis de embriones morfantes marcksb. Tanto en la retina como en el
musculo de los embriones morfantes de 48 hpf (mitad superior) encontramos alteraciones morfoldgicas. La
retina de los embriones de 5 dpf presentaban defectos en la laminacion y no se reconocen segmentos
externos de los fotorreceptores. En la columna de la izquierda se muestran los embriones morfantes
marcksb. En la columna de la derecha se muestran los embriones control. De arriba hacia abajo: cortes
semifinos a la altura del ojo (48 hpf); cortes longitudinales de planos musculares dorsales (48 hpf); cortes a
la altura del ojo panoramicos y a mayor aumento de embriones de 5 dpf. Barra: 20 um. IPL: capa

plexiforme interna; c: cristalino; INL: capa nuclear interna; m: musculo; PL: capa de fotorreceptores



—
100 um

Figura 50. Fenotipo de los dobles morfantes marcksa+b (A) 24 hpf, (B) 48 hpf, (C) 72 hpf. Los embriones
presentan retraso en el desarrollo, acortamiento severo del tronco, microcefalia, microftalmia, escasa o nula
pigmentacion, edema pericardico, y un plegamiento de la notocorda en la region caudal. El movimiento de
los embriones, tanto espontdneo como evocado por el reflejo de contacto se encuentra muy reducido o
ausente. Barra: 200 pm. (D) Defectos en la epibolia de los morfantes dobles marcksa+b. Los embriones
morfantes presentan restraso en la expansion del frente de epibolia, muerte celular con desprendimiento de
blastomeras, e irregularidad en el frente de epibolia (linea punteada), respecto de los embriones control (E).

Barra: 100 um.

5.2. Formacion del esqueleto craniofacial

Nos preguntamos si la microcefalia de los morfantes estaba vinculada a una reduccion
proporcional en el tamafio de la cabeza o si podia deberse a afectaciones en el patron del esqueleto
craniofacial. Para evaluarlo, observamos los cartilagos mandibulares de embriones morfantes de 5

dpf tefiidos con alcian blue y encontramos que tanto los morfantes marcksa como los marcksb



presentaban defectos en la formacion del esqueleto craniofacial.

Los morfantes marcksa presentan deficiencias en la convergencia de los cartilagos de
Meckel hacia la linea media, reduccion de la longitud de los cartilagos palatocuadrados, y
rudimentos de los cartilagos basihiales y de los arcos ceratobranquiales 1 a 4 (figura 51 C y D).

En el caso de los morfantes marcksb encontramos que los cartilagos de Meckel se
encontraban bien situados, pero los palatocuadrados presentaban una curvatura hacia la region
anterior, los cartilagos ceratohiales presentaban una alteracion en el angulo que forman
normalmente con el eje anteroposterior del embridn, y una severa reducciéon en los

ceratobranquiales (figura 51 E y F).

A control MO B

Figura 51. Alteraciones en el esqueleto craniofacial en los morfantes marcksa y marcksb. Coloracion de los
cartilagos con Alcian blue; A, C y E, vistas laterales; B, D y F, vistas ventrales. Embriones de 5 dpf
inyectados con 0,3 pmol de morfolino control (A y B), morfolino marcksa (C y D) o morfolino marcksb (E'y
F). Abreviaturas: pc: palatocuadrado; ch: ceratohial; M: cartilago de Meckel; cb: ceratobranquial; hs:

hiosimpléctico; bh: basihial; hs: hiosimpléctico.



5.3. Expresion de marcadores de diferenciacion celular en morfantes marcksa 'y marcksb

Evaluamos la posible afectacion de la polaridad de las células neuroepiteliales observando el
marcador apical aPKC en el mesencéfalo de embriones de 24 hpf, encontrando que ni el
silenciamiento de marcksa ni el de marcksb afectaban la polaridad medida como la pérdida de la
inmunorreactividad apical del marcador (figura 52).

Para evaluar el nivel de organizacion de la retina de los embriones morfantes utilizamos
marcadores de diferenciacion de las células ganglionares (CGR), y de conos dobles, ademas de
faloidina como reportero del nivel de organizacion del citoesqueleto de actina filamentosa, y de
estructuras ricas en este elemento como las capas plexiformes.

Encontramos que en los embriones morfantes de 48 hpf el nivel de organizacion de la retina
neural era primario, sin laminas identificables ni células que expresaran el marcador de
diferenciacion de células ganglionares zn-5. En ambos morfantes (marcksa y marcksb) parecia
encontrarse una disminucion en la cantidad de actina filamentosa detectable mediante la union de
faloidina (figura 53).

Para dilucidar qué ocurria con las células decidimos realizar inyeccion de dosis menores de
morfolino, coinyectando morfolino p353 y observando diferentes parametros en tres etapas
diferentes. En embriones morfantes marcksa de 72 hpf encontramos células ganglionares aunque en
menor cantidad que en los controles, lo que redunda en una capa de ganglionares adelgazada. Sin
embargo encontramos capas plexiformes, tanto interna como externa, aunque también reducidas en
tamafo. En morfantes marcksb encontramos unicamente el parche central inicial tanto de células
ganglionares como de plexiforme interna (figura 54). También encontramos que atin en presencia de
morfolino p53, la muerte celular en la retina no era despreciable, como mostramos en la figura, en
que aplicamos una escala de falso color a la tincion de ADN para evidenciar la condensacion
nuclear. En ninguno de los casos pudimos encontrar evidencias de la existencia de fotorreceptores

diferenciados (conos dobles, FR en la figura 55).
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Figura 52. La polaridad celular del neuroepitelio medida como la inmunorreactividad de aPKC en
embriones inyectados con morfolino control (A), morfolino marcksa (B) o morfolino marcksb (C). En los
paneles de la izquierda se muestran cortes coronales virtuales a la altura del cerebro medio, y en el de la
derecha, secciones confocales individuales. En verde se muestra aPKC, en magenta el citoesqueleto de

actina filamentosa mediante faloidina. La superposicion resulta en color blanco. Barra: 50 pum.
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Figura 53. El patron de tincion con faloidina, que preferencialmente se concentra en las capas nucleares

interna y externa se ve afectado en los morfantes marcksa de forma moderada y en los marcksb de forma
severa, en que se observa una reduccion general de la tincion ademas de una alteracion en la distribucion
enriquecida en la periferia celular en los controles, y difusa en los morfantes marcksb. En verde se muestra
el marcador de células ganglionares zn5; en magenta se muestra la actina F mediante tincion con faloidina.
En el panel de la derecha se muestra la superposicion incluyendo en azul una tincion nuclear. El panel de la

derecha muestra la reconstruccion de los planos yz. Barra: 50 um.
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Figura 54. Aparicion de células ganglionares diferenciadas en retinas de embriones morfantes de 72 hpf. La
columna de la derecha muestra una rampa de falso color aplicada a la tinciéon nuclear para evidenciar

condensacion apoptotica del ADN. La diferenciacion de las células ganglionares, medida como la



inmunorreactividad del marcador zn-5 ha sido comprometida, pero no eliminada por completo en los
morfantes marcksb. Del mismo modo se distribuye la tincion con faloidina, indicando una reduccion de las
areas sinapticas que acompaiia el patron de distribucion de las células ganglionares. En todos los casos los

embriones han sido coinyectados con morfolino anti p353. Barra: 20 um.
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Figura 55. Ausencia de fotorreceptores (FR) diferenciados en retinas de embriones morfantes de 72 hpf

marcksb MO

coinyectados con morfolino anti p53. Los morfantes marcksa presentan solamente un esbozo de capa
plexiforme. En verde se muestra el marcador de conos dobles zprl, en magenta la actina F. El panel de la
derecha muestra la superposicion incluyendo una tincién nuclear que evidencia la presencia de ntcleos

picnoticos en el morfante marcksa. Barra: 20 pum.



DISCUSION y PERSPECTIVAS



Las proteinas MARCKS en el pez cebra

El genoma del pez cebra codifica dos proteinas MARCKS: MARCKSa y MARCKSD, y dos
MRP, MRPa y MRPb, como indica nuestro analisis de las secuencias proteicas. Todas ellas poseen
la estructura de las proteinas de la familia MARCKS, una glicina miristilable en el extremo amino
terminal, un dominio MH2, un dominio efector rico en lisinas, y una secuencia altamente
fosforilable.

Todas ellas son proteinas acidas, con una composicion aminoacidica peculiar, carente de
triptofanos y tirosinas, lo que las vuelve complicadas para su cuantificacion y deteccion mediante
técnicas convencionales de la bioquimica experimental. Son, ademads, pequefias, de alrededor de
200 aminoacidos, y con un peso molecular calculado de alrededor de 20 kDa. Sin embargo, su
similitud con las secuencias de las MARCKS de otros vertebrados, de los que se poseen datos
experimentales (Stumpo et al., 1989a), sugieren que su solubilidad en SDS podria ser baja,
presentando entonces una migraciéon andémala en geles de poliacrilamida en presencia del

detergente, y sobreestimando asi su peso molecular real.

MARCKSa y MARCKSb

Estas dos proteinas presentan diferencias interesantes entre si. La primera posee un residuo
S25 fosforilable por Cdks analogo al que estd presente en las MARCKS unicas que presentan otros
vertebrados. La probabilidad de fosforilacion en este residuo, segun nuestro analisis, es mayor a los
de las proteina MARCKS de pollo, o la recombinante de humano, de las que existen evidencias
experimentales de su fosforilacion (Manenti et al., 1999; Zolessi et al., 2004b). La fosforilacion en
este residuo se ha vinculado a la diferenciaciéon neuronal (Zolessi & Arruti, 2001b). Entre las
MARCKS conocidas, MARCKSa es la unica que posee residuos de cisteina en la posicion 225 y
una metionina interna en la posicion 98, que podrian conferirle caracteristicas funcionales unicas
entre las MARCKS de los vertebrados como la asociacion homologa o heterdloga estabilizada a
través de enlaces disulfuro. MARCKSD presenta divergencia en la secuencia del dominio efector,
una caracteristica Unica entre las secuencias d¢ MARCKS conocidas. Asumiendo un escenario en
que las MARCKS del pez cebra cumplan roles diferentes, cabria esperar que la funcién que cumple
la proteina MARCKS en la diferenciacion de neuronas de otros vertebrados, en el pez cebra sea
cumplida por MARCKSa y no por su pardloga MARCKSDb, que carece de un analogo a S25.

Al analizar las secuencias de sus ARN mensajeros a través de los clones de ADNc

secuenciados, encontramos en las bases de datos que los marcksa y marcksb presentaban



porcentajes de identidad similares cuando se realizaban alineamientos pareados con las secuencias
de otros vertebrados. El andlisis de mensajeros resulta tutil debido a que al incluir secuencias no
codificantes, relaciona ademads los elementos regulatorios presentes en el ARN. En este analisis
encontramos que marcksa y marcksb presentaban elevados indices de similitud con las secuencias
de mensajeros clonados en vertebrados superiores y en peces salmonidos, y que presentaban
porcentajes de identidad notoriamente menores con otros peces teledsteos, reptiles, y roedores,
como hemos demostrado con nuestro analisis pareado. Resulta interesante la diferencia en identidad
entre los mensajeros de marcks de pez cebra con los de pollo, que es cercana al 50%, y con el reptil
Anolis carolinensis que apenas supera el 35%. Esto podria indicar que en los reptiles, los
mensajeros de marcks han adquirido sistemas de regulacion diferentes, aunque para poder
asegurarlo deberemos esperar a que existan mas secuencias de especies de este grupo taxondémico

en los proyectos de secuenciacion de genomas.

MRP

El analisis de las caracteristicas de las MRPs mostr6 algunos hechos interesantes, como las
similitudes entre MARCKSa y MRPD en cuanto a composicion aminoacidica. Ambas son mas ricas
en residuos de acido glutdmico que de alanina, y ambas son mas ricas en residuos de prolina y
serina que sus paralogas.

El andlisis de las secuencias de las cuatro proteinas indica que si bien existe un elevado
grado de similitud entre ellas, y conservacion de su estructura de dominios funcionales, las
MARCKS se parecen mucho mas entre si que con las MRP, y reciprocamente las MRPs son mas
similares entre ellas que con las MARCKS, e incluso su grado de identidad y de similitud entre si es
mayor que el que existe entre las secuencias de las MARCKS. Estos datos sugieren que a partir de
una MARCKS ancestral habrian derivado las dos MARCKS que existen actualmente por
duplicacion. También parece sugerir que MRP ha derivado a partir de una MARCKS ancestral, y
mas recientemente en el transcurso de la evolucién se han originado por duplicacion sus dos
variantes actuales, lo que explicaria la menor distancia entre las secuencias de MRP.

Es un fenémeno conocido que en los peces teledsteos han ocurrido eventos de duplicacion
génica y gendmica que han generado grupos de genes pardlogos (Meyer & Van de Peer, 2005).
Estos han adquirido funciones no redundantes, ya que en estas ocasiones alguno de los pardlogos no
estd sujeto a la presion selectiva de conservar su funcion original (Amores et al., 1998). Este parece
ser el caso de marcksb, en que la liberacion de presiones selectivas por la existencia de un paralogo

que retiene las funciones ancestrales de la proteina, le ha permitido incorporar mutaciones no



sindnimas en regiones codificantes dentro de dominios funcionales que podrian haber provisto a

MARCKSD de caracteristicas novedosas.

Los genes marcks en el pez cebra y la regulacion de su expresion

Los peces teledsteos son los organismos de divergencia mas basal entre los metazoarios en
que hemos podido identificar genes marcks, aunque nuestra busqueda ha incluido sistematicamente
la escasa disponibilidad de secuencias de agnatos y cordados basales. Resulta dificil entender cémo
una familia de proteinas, o acaso una Unica proteina ancestral, que cumple una funcion de
articulacion de sistemas de sefalizacion celular con el citoesqueleto de actina sea una invencidén
exclusiva de los vertebrados mandibulados, sin la menor traza de existencia de ancestros mas
simples en organismos mas basales.

El andlisis de sus ARNm mostro que los cuatro genes de la familia marcks del pez cebra
podrian estar sujetos al menos a un sistema de regulacion postranscripcional mediado por micro
ARN:Ss, bien a través de los dominios tipo caja K o de otras regiones internas del mensajero que
controlarian sus niveles de expresion controlando la estabilidad de sus mensajeros. Este sistema,
que esta presente en organismos de divergencia temprana pero altamente derivados como los peces
(Kumar & Hedges, 1998; Lai et al., 2009), parece haber resultado exitoso en el control de la
expresion de los genes de la familia marcks, ya que también estd presente en el raton, un mamifero
altamente derivado con un tiempo de divergencia elevado respecto a los peces teledsteos en el clado
de los gnatostomados. En esta tesis hemos descrito ademas la presencia de secuencias adicionales
vinculadas a la regulacion de la estabilidad de los mensajeros que parecen haber aparecido
tempranamente en el curso de la evolucion de los mandibulados, y que reaparecen por convergencia
evolutiva como caracteristica derivada en clados superiores como es el caso de los repetidos tipo
ARES presentes en los mrp del pez cebra y en macs en el ratobn (Wein et al., 2003).

Los peces, sin embargo, presentan algunas singularidades cuando se analizan los genes
marcks. En particular, en el pez cebra encontramos en la secuencia de la proteina MARCKSa la
insercion novedosa de cuatro aminodcidos: VPNT, exclusiva de este grupo, que corresponde a un
corrimiento en el sitio donador de splicing, incorporando los 12 nucledtidos, que originalmente
correspondian a una secuencia intronica eliminada durante el proceso y que hoy codifican esos
cuatro aminoacidos. Curiosamente el gen marcksa posee 3 exones, caracteristica Unica entre la
familia marcks del pez cebra, lo que plantea como interrogante cual seria la estructura del gen
ancestral, y en qué momento de la evolucion se habra adquirido el intron supernumerario. El gen

original ;habra tenido como el resto de sus familiares un tnico intrén y adquirié secundariamente el



otro intrén? ;Habra adquirido exclusivamente el pez cebra nuevos sistemas de control por ARNs
pequefios codificados en la region intrénica?, o jhabra sido secundaria la pérdida de este intron
ancestral en marcksb y las mrps, y nos encontramos frente a una estructura génica relictual que no
encontramos en los mamiferos, pero que cuyo andlisis nos podria servir de testigo de la historia
evolutiva de estas elusivas proteinas?

El estudio de las regiones regulatorias de estos genes nos ha aportado datos acerca del
posible derrotero evolutivo de sus secuencias promotoras, indicando que la isla CpG que
encontramos localizada en -200 en la secuencia 1 kb 5' del gen marcksa seria representativa del
sistema de regulacion transcripcional ancestral, ya que su tamafio y localizacion en la secuencia
aparece conservado en las especies analizadas, y seria analoga a la de los mamiferos, quienes
adquirieron sistemas de regulacion mas sofisticados que incluyen otras dos islas, ausentes en el pez
cebra, y de las cuales podriamos interpretar como incipientes las encontradas en el pez T
nigroviridis, y en los anfibios. Quiza las diferencias encontradas en marcksb indiquen la tendencia
de las presiones evolutivas hacia la aparicion de sistemas de control diferentes para las funciones
que haya retenido diferencialmente MARCKSDb, y que explicarian la complejidad de la estructura 1
kb 5' encontrada en vertebrados superiores en este trabajo y en la bibliografia precedente (Harlan et
al., 1991; Lobach et al., 1993; Blackshear, 1993; Stumpo et al., 1998). En todo caso, la duplicacion
que generd a marcksa y marcksb nos propone una escena tentadora de ser interpretada como un
evento natural de diseccion molecular en que cada paralogo retiene una parte de las funciones
ancestrales y por tanto, permite disecar los mecanismos de regulacion propios de cada parte del
sistema para su analisis por separado, ubicando a los teledsteos en una posicion pivotal entre los

vertebrados para el estudio de estos mecanismos.

El patron de expresion de los genes de la familia marcks en el pez cebra

Mediante experimentos de RT-PCR encontramos que los cuatro genes de la familia marcks
son expresados en embriones y al menos en algunos tejidos adultos de pez cebra. Los datos de
ChIP-Seq disponibles (Aday ef al., 2011) muestran al menos que marcksa y marcksb presentan
modificaciones en histona H3 en embriones de 24 hpf, donde se la ha encontrado mono y
trimetilada en la lisina 4 (H3K4Me3 y H3K4Mel). La metilacion en esta posicion ha sido asociada
a enhancers activos (Bernstein et al., 2002) y por tanto indica activacion génica, lo que concuerda
con nuestros resultados y con la observacion reciente de que tanto marcksa como marcksb son
expresados en distintos momentos del desarrollo (Ott ef al., 2011).

Nuestros datos experimentales de hibridacion in sifu muestran diferencias en el patron



espacial de expresion de marcksa y marcksb en embriones de pez cebra, a diferencia de lo que se ha
descrito previamente en estudios de expresion masivos (Thisse & Thisse, 2004) que lo describen
como ubicuo para ambos genes. Mientras marcksa aparece enriquecido en la retina inmadura de 35
hpf, marcksb estd ausente, o al menos en niveles mucho mas bajos que los de marcksa, y
escasamente diferentes de los niveles encontrados en los tejidos circundantes. Por otra parte,
marcksa aparece representada de forma ubicua por su mensajero a en cortes a nivel del cerebro
posterior y de la médula espinal. En tanto, marcksb presenta ubicuidad en cortes a nivel del cerebro
posterior, pero no en regiones mas posteriores, lo que aporta una contraparte experimental a nuestra
hipotesis de que se encuentran sujetas a sistemas de control de la expresion diferentes, sustentada
por nuestro andlisis. En el mismo sentido, nuestro andlisis cuantitativo del cambio temporal
diferencial en los niveles de abundancia de sus mensajeros revel6 un sustento experimental
adicional a la mencionada hipotesis. Este decaimiento en los niveles de mensajero de marcksb hacia
regiones posteriores del tubo neural es similar al patron de expresion descrito para marcks en el
raton posnatal (McNamara & Lenox, 1998).

Hemos demostrado la existencia de diferencias en el patron de expresion en tejidos adultos
con niveles diferentes de marcksa y marcksb en cerebro, ojos y musculo. Cuando superponemos
nuestros datos de expresion por sqRT-PCR con los datos de expresion del microARN mir-183
(Wienholds et al., 2005), el principal candidato que hemos identificado como posible regulador de
los niveles de marcksb encontramos tendencias opuestas, lo que sustenta nuestra seleccion del
mismo como candidato a regulador del marcksb. Recordemos que marcksb presenta un nivel muy
bajo de mensajero detectable en el ojo del pez adulto, y es en este tejido en el que miR-183 presenta
su nivel de expresion mayor entre los estudiados. En el mismo sentido hemos descubierto que
marcksb presenta un nivel de abundancia de mensajero mayor en el cerebro que el encontrado en el
0jo, y es precisamente en este tejido en que se encuentra una menor abundancia de miR-183 cuando
se lo compara con el cerebro. Mas atn, marcksb presenta su nivel maximo en el musculo, entre los
tejidos que hemos estudiado, y es en este mismo en que miR-183 presenta la menor abundancia de
estos tres tejidos, situandose en la mediana de los niveles de expresion de los tejidos en que ha sido
estudiado. Mientras que sus menores niveles de expresion se han identificado en el intestino,
corazdn, branquias y ovario. Es por esto que consideramos que deberia extenderse el analisis de los
niveles de expresion de marcksb a estos ultimos tejidos en que quiza tenga un papel importante.
Hasta la fecha no contamos con datos de expresion especifica de tejidos en individuos adultos de
pez cebra del miR-30d ni del miR-30e, aunque seria interesante realizar esta caracterizacion en
conjunto con una mas extensiva del patron de expresion de marcksa para determinar si nuestro
juego de candidatos a reguladores de marcksa poseen una relacion tan intima como la de marcksb y

miR-183.



La interpretacion podria ser andloga en el analisis de las regiones regulatorias de los genes
mrp. Segin nuestros datos, los mamiferos presentan una region rica en CpG de tamafio y ubicacion
variable, pero restringida entre -50 y -400, y mrpa no se aleja de este concepto. Sin embargo, mrpb
no presenta islas CpG ni mayor presencia de regiones consenso de union a factores trans en la
region -1 kb, lo que supone una complicacion a la hora de esbozar una hipdtesis sobre sus
mecanismos de regulacion. Segun nuestros datos mrpb aumenta sensiblemente su transcripcion
antes de las 24 hpf y luego parece tener un leve aumento a las 72 hpf. El analisis en el uso de
codones indica diferencias entre las mrp, especialmente en lo que respecta a los codones que
codifican los aminoacidos mas abundantes en estas proteinas. Este podria ser un indicio de que si
bien sus niveles de expresion tienen un curso temporal semejante, podrian estar siendo expresadas
en tejidos diferentes, con abundancias diferentes de ARNt (Sharp & Li, 1987), lo que explicaria las
tendencias discrepantes en el uso de estos codones. El analisis del perfil temporal de expresion de
los genes nos ha mostrado que mrpa y mrpb presentan perfiles semejantes, con un aumento
importante antes de las 24 hpf. Esto sugiere que, sin perjuicio de poder tener algin rol en etapas
tempranas del desarrollo, posiblemente cumplan una funcidén importante en etapas posteriores, lo
que justificaria el mantenimiento de elevados niveles de mensajero respecto al ovocito.

Concomitantemente, hemos mostrado la abundancia del mensajero marcksa mediante
hibridacioén in situ en embriones de 35 hpf. Los miARN que hemos seleccionado como reguladores
putativos de la abundancia del mensajero marcksa son expresados basalmente, al menos hasta las 48
hpf, que es la etapa hasta la que existen datos publicados (Chen et al., 2005), por lo que no podemos
aventurar correlaciones claras entre su abundancia y la del mensajero marcksa, mas allad de suponer
que si sus niveles no aumentan en las etapas mencionadas no estarian afectando en mayor medida la
abundancia de marcksa. Por el contrario, marcksb presenta un perfil de expresion diferente en las
etapas analizadas, no variando significativamente la abundancia de mensajero entre las 24 y las 72
hpf, aunque sus niveles de expresion a las 35 hpf resultaron bajos para la deteccion por hibridacion
in situ. Resulta interesante que este evento coincide con el hecho de que los niveles del microARN
miR-183 aumenten sostenidamente en esta etapa, alcanzando un pico hacia las 96 hpf, para luego
decaer significativamente (Wienholds ef al., 2005). Notablemente, este miARN es uno de los que
encontramos en nuestro analisis con mayor puntuacion como candidatos a reguladores
postranscripcionales de marcksb por su secuencia seed, y estos datos soportan nuestra hipotesis de
que podria estar mediando la degradacion de sus mensajeros. Si consideramos en conjunto los
datos, podriamos inferir que quiza marcksb posea un rol importante en etapas que excluyen la
ventana temporal de las 20 a las 96 hpf, y que inversamente, el mantenimiento de sus niveles
durante esta etapa sea importante para algin proceso morfogenético. Este hecho, también le aporta

sentido a nuestra observacion de que los embriones morfantes marcksb presentaran algin tipo de



afectacion que provocaba un retraso en la epibolia y una alteracion en el frente de migracion celular.
En conjunto, los resultados precedentes sugieren que podria resultar interesante estudiar el patron de
expresion de marcksb entre las 0 y las 20 hpf en que podria esperarse encontrar un rol para la
proteina MARCKSb. El mencionado trabajo (Wienholds ef al., 2005) también muestra que miR-183
se encuentra en niveles elevados en cerebro, ojo e higado del pez cebra adulto, haciéndonos pensar
que quizé la proteina MARCKSD no esté presente, al menos en niveles elevados en estos tejidos en
individuos adultos.

Por otra parte, mrpa no presenta variacion apreciable de sus niveles de expresion en las
etapas analizadas, aunque la cantidad absoluta de mensajero aumenta antes de las 24 hpf, al igual
que mrpb. Curiosamente, el patrén temporal de expresion del miARN miR-206, el candidato que
puntuamos mejor en nuestro analisis tedrico como posible regulador de mrpa, presenta un pico de
expresion entre las 16 y las 96 hpf. Esto podria indicar que o bien la proteina MRPa cumple
funciones en etapas tempranas, y sus niveles aumentan desde el ovocito y decaen prontamente a
partir hacia las 16 hpf (etapa de 14 somites), o bien que sus funciones tienen lugar en etapas
posteriores. En todo caso, estos datos sugieren etapas en que podria resultar interesante explorar qué
ocurre con mrpa mensajero o MRPa proteina.

Debemos hacer notar que de nuestra busqueda de ARNs pequefios regulatorios relacionados
con mrpb seleccionamos como mejor puntuados a miR-1 y miR-140, y los estudios existentes
acerca de sus niveles de expresion (Chen et al., 2005) indican que son expresados con patrones
temporales diferentes, pero ambos se encuentran en niveles elevados en las etapas en que nosotros
medimos la abundancia de mensajeros de mrpb. Sin embargo, debemos considerar que aun no
tenemos completamente caracterizada la expresion de mrpb, aunque hemos generado las sondas y
comenzado el trabajo experimental. Por lo tanto podria ocurrir que la desconexion entre los niveles
de expresion del gen de interés y de sus posibles miARN regulatorios no coincidiera espacialmente
en los mismos tipos celulares, y que en este caso se tratase de fendmenos independientes. Esta
critica podria aplicarse del mismo modo a los casos en que hemos correlacionado positivamente un
decaimiento en los niveles de expresion con el aumento en un miARN determinado.

Durante nuestros experimentos de real-time RT-PCR hemos observado que atn utilizando
genes de referencia cuya variabilidad durante el desarrollo ha sido reportada como minima (Tang et
al., 2007), y asumiendo entonces que son idoneos para cuantificaciones durante estas etapas,
encontrabamos variacion en las medidas realizadas de forma independiente utilizando uno u otro
gen de referencia. Este panorama nos llevo a utilizar una cuantificacion combinada con los dos
genes de referencia en conjunto para evaluar de forma fidedigna el comportamiento temporal de la
expresion de los genes de la familia marcks en el desarrollo del pez cebra. Es por esto que

consideramos indispensable para futuros experimentos de qPCR estandarizar el sistema de



referencia al uso de al menos dos genes que no presenten variabilidad en sus niveles de expresion
durante las etapas del desarrollo estudiadas.

Existen datos parciales del transcriptoma durante el desarrollo temprano del pez cebra
obtenidos mediante secuenciacion masiva de ARN (TLDA, Vesterlund et al., 2011) que incluyen a
los transcriptos marcksa y marcksb hasta la etapa de 48 hpf, y los resultados de este grupo podrian
considerarse para interpretar los puntos en que la variabilidad de nuestros datos no nos permite
resolver. Es posible que las variaciones sean explicables, una vez mas, por la tendencia que imprime
la seleccion de los genes de referencia.

Hemos demostrado que los 4 genes de la familia marcks encontrados en el pez cebra se
expresan en forma de ARN mensajeros, y caracterizado su patron temporal de expresion entre las 24
y las 72 hpf. Sin embargo, nuestros intentos por abordar la deteccion de las proteinas in situ
resultaron infructuosos, sea por las divergencia local en las regiones correspondientes a los epitopes
utilizados para generar los anticuerpos, o sea por caracteristicas bioquimicas propias de las
MARCKS del pez cebra. El tUnico anticuerpo que encontramos que podria ameritar mas
investigacion para su uso en western blots es el monoclonal 3C3 el cual, debido a que reconoce la
proteina MARCKS en su isoforma fosforilada en S25, hipotetizamos que podria ser util para la
deteccion de MARCKSa en el pez cebra. Esto se debe a que MARCKSa es la tnica de las
MARCKS del pez cebra que presenta la secuencia de fosforilacion en S25. Ademas, el analisis de la
probabilidad de fosforilacion en este residuo es analoga a la de las proteinas humana recombinante
y de la nativa de pollo, de las que tenemos datos experimentales demostrando su efectiva
fosforilacion en ese residuo (Manenti ef al., 1999; Zolessi et al., 2004). Si bien logramos encontrar
las condiciones en que el anticuerpo reconozce una banda mayoritaria en el western blot utilizando
extractos de proteina de embriones de pez cebra, la identidad del antigeno 3C3 en esta especie

permanece siendo especulativa y seguramente serd objeto de andlisis en el futuro.

El silenciamiento de los genes marcks en embriones de pez cebra

El estudio del silenciamiento de los genes marcks del pez cebra nos ha permitido vincular a
los genes marcksa y marcksb con algunos eventos del desarrollo de la especie. Por una parte, el
analisis de los fenotipos anatomicos de los morfantes presentaba diferencias, indicando que los
efectos que observamos a este nivel tenian un nivel de especificidad que permitia discriminarlos y
sugeria que no era debido a efectos pleiotropicos de la inyeccion de moléculas de morfolino.
Algunas de las caracteristicas mas notables que encontramos en los fenotipos morfantes se

centraban en la cabeza de los embriones, tanto en su tamafo como en su morfologia, ya que en los



embriones morfantes de marcksb el edema ventricular representaba una caracteristica consistente.

Nos preguntamos entonces si las cabezas pequefias que encontrabamos en nuestros
morfantes eran producto de una reduccion proporcional de las estructuras, o si existian propensiones
mayores en algunas estructuras esqueléticas a ser afectadas en mayor medida que otras por el
silenciamiento. Estas posibles diferencias motivaron que enfocdramos nuestra atencién en la
morfogénesis del esqueleto craniofacial, en que encontramos resultados sorprendentes. En los
morfantes, algunos de los cartilagos presentaban apariencia normal, otros presentaban defectos en
su orientacion, mientras otros presentaban su longitud reducida, y otros resultaron ausentes por
completo. Estos datos nos sugerian que podiamos estar frente a dos fendmenos diferentes
relacionados con el silenciamiento de los genes marcks. Por una parte, los embriones deficientes en
marcksa presentaban una marcada retrognasia, explicada por una reducciéon en la longitud del
cartilago basihial, y una deficiencia en la convergencia de las poblaciones celulares condrogénicas
hacia la linea media que explicaria ademas la reduccion en el cartilago de Meckel y la reduccion
total o parcial de los cartilagos ceratobranquiales. La reduccion y disposicion del esqueleto faringeo
recordaba el aspecto de los mutantes round (Neuhauss et al., 1996). Estos fendmenos bien podrian
encontrar una explicacion en una afectacion de los sistemas de migracion celular evidenciado en
estas estructuras formadas por células derivadas de la cresta neural, o bien en la especificacion del
destino celular en la linea media. Quiza el andlisis de marcadores de cresta neural premigratoria
como crestin (Rubinstein et al., 2000; Luo et al., 2001), nos permitiria entender el alcance de este
fendmeno en etapas previas al patterning de la cabeza. Puede ser que MARCKSa esté involucrada
indirectamente en la articulacion de la respuesta celular de cascadas de sefalizacion relacionadas
con el establecimiento de estructuras de la linea media, como las vias de Shh o Nodal (Maurus &
Harris, 2009), con miembros de expresion en el mesodermo de la linea media en la region anterior,
lo cual podria explicar el hecho de que en embriones tratados con dosis elevadas de morfolino
marcksa encontramos desplazamiento de la posicion de los ojos desde lateral hacia central
recordando de alguna manera los fenotipos mutantes de estas vias, que presentan ciclopia
(Rebagliatti et al., 1998; Nasevicius & Ekker, 2000).

Por otro lado, los morfantes marcksb presentaban un maxilar inferior de localizacién normal,
explicada por una correcta localizacion y crecimiento del cartilago basihial, pero la alteracion en el
angulo de los cartilagos ceratohiales y la agenesia de algunos de los cartilagos de los arcos
branquiales sugerian que podriamos estar frente a un problema diferente, relacionado en este caso
con un problema de proliferacion local o con un problema de especificacion del destino celular en
esta region.

Otro elemento en el que centramos nuestra atencion fue el ojo de los morfantes, que en todos

los casos presentaba un tamafio menor que el de los embriones control. Nos preguntamos entonces



si la reduccion en el tamaio se deberia a una disminucion en la cantidad de células manteniendo la
estructura general, o si, por el contrario, existian alteraciones en la morfogénesis como nos sugeria
el plegamiento de los ojos observado en algunos morfantes marcksb, y si esto redundaba en
alteraciones en la histogénesis de la retina neural. La aparicion de defectos en la laminacion de la
retina ha sido descrita en los ratones knockout, en los que principalmente se observa una reduccion
de la capa sinaptica de Chievitz (Stumpo et al., 1995). Hasta el momento en que se realizaron estos
experimentos no existian datos referentes a ninguna de las proteinas marcks, o sus genes, en peces.
Nuestro analisis histolégico mostrd que el knockdown de marcksa provoca un retraso en la
histogénesis retiniana presentando un aspecto inmaduro sin capas establecidas atin a las 48 hpf,
cuando la laminacion deberia haberse establecido. Esta observacion es consistente con la realizada
por Ott y colaboradores (2011), aunque la reduccién en el tamafio de la retina también coincide con
nuestra observacion de la presencia muerte apoptética de un elevado ntimero de células en la region
central de la retina, observable desde etapas tempranas de la histogénesis cuando el aspecto de la
retina aun recuerda el de un neuroepitelio, y mantenido en el tiempo hasta etapas en que los tipos
celulares se han diferenciado, establecido contactos sinapticos, y completado la histogénesis.
Desconocemos si esta muerte es selectiva de células cuyo destino ya ha sido determinado, y la
afectacion de marcksa provoca algin tipo de incapacidad abortiva en ellas, o si se debe a un
fendmeno de cardcter mas general, pero podria interpretarse como una de las causas de la reduccion
del volumen ocular. El andlisis de marcadores de diferenciacion celular nos indica que en fenotipos
severos la afectacion retiniana es tal que no se reconocen células ganglionares, el primer tipo
neuronal en diferenciar en la retina, ni laminacién alguna, medida como la aparicion de capas
nucleares o plexiformes diferenciables. En fenotipos hipomorfos, en cambio, podemos encontrar
células ganglionares diferenciadas y capas sindpticas, pero no fotorreceptores completamente
diferenciados, y encontramos un elevado porcentaje de células apoptdticas. Existe en ellos
laminacion identificable, y la capa de fotorreceptores es reconocible por la distribucion de sus
nucleos (orientados ortogonalmente al plano de la retina). Sin embargo, ni sus segmentos externos,
ni la expresion del marcador de conos dobles zpr-1 es identificable aun en embriones de 72 hpf,
etapa en que la retina neural se encuentra en avanzado estado de diferenciacion (Easter & Nicola,
1996 y 1997). Este fenotipo, tomado en conjunto con nuestras observaciones anteriores acerca del
patterning maxilofacial nos vuelve a poner sobre la mesa la pregunta de si MARCKSa podra tener
algin papel como efector en algin nivel de respuesta a la via de Shh, ya que se conoce que
tiggywinkle hedgegog se expresa en la capa de células ganglionares, y que algunos mutantes de esta
via presentan alteraciones en el patterning de la retina que recuerdan a nuestros resultados
(Neumann & Niisslein-Volhard, 2000). Si confiamos en que el silenciamiento conjunto de p53, que

hemos utilizado como se ha descrito en la literatura, es eficiente, cabria esperar que la muerte de



estas células de la retina discurra por otra via ajena a la de p53. Este hecho por si solo puede
ameritar su estudio para entender como la caida de la proteina MARCKSa provoca un estado de
inestabilidad en las células que las desvia hacia la muerte, y qué ocurriria con esas retinas si esa
muerte pudiera ser suprimida.

Para comprender en profundidad cudl es efectivamente el proceso celular directamente
afectado por el silenciamiento de marcksa que provoca estos fenotipos retinianos deberiamos
estudiar las etapas tempranas de la morfogénesis ocular, desde el comienzo de la elongacion de la
copa oOptica a las 12 hpf en que una compleja serie de movimientos morfogenéticos coordinados
comienzan a modelar el futuro ojo (Kwan et al., 2012).

El silenciamiento de marcksb también provoca fenotipos oculares, aunque bien
diferenciables de los de su pardlogo. Si bien los ojos son de menor tamafio que los de embriones
normales, el analisis histologico reveld que no habia islas de células apototicas como ocurre en los
fenotipos de marcksa. Las retinas presentan un aspecto inmaduro a las 48 hpf, sin células
ganglionares diferenciadas, indicando que la morfogénesis no ha llegado mucho mas alla de formar
una copa Optica, aunque el neuroepitelio de la retina presenta un aspecto saludable. Quizé sea por
esto que encontramos, en algunos embriones, un llamativo plegamiento de las retinas acompanando
plegamientos del ojo entero como efecto de una reduccion en el tamafio de los tejidos circundantes.
Esto podria provocar una reduccion de las cavidades orbitarias sin ver proporcionalmente menguada
la cantidad de células de la retina, provocando este impedimento estérico un plegamiento del tejido
permitido por la arquitectura ocular. Aunque con nuestros experimentos no podemos descartar que
se trate de un sobrecrecimiento de la retina como ocurre en algunos fenotipos mutantes. Se ha
descrito la existencia de plegamientos retinianos en ratones knockout para marcks (Scarlett &
Blackshear, 2003), y en mutantes que sobreexpresan una forma no miristilable y seudofosforilada
de MARCKS (Kim et al., 1998), por lo que podriamos suponer que el efecto de MARCKS en la
morfogénesis del ojo estd conservado entre los peces teledsteos y los mamiferos. En etapas
posteriores, las retinas de los morfantes marcksb presentan un aspecto desorganizado, con parches
de capas plexiformes dispersos, indicando defectos en la laminacion, y células que presentan
aspecto y localizacién correspondiente a fotorreceptores, pero aun a los 5 dpf no es posible
reconocer sus segmentos externos. El estudio de los hipomorfos nos indica que en alguna medida
las células ganglionares pueden llegar a diferenciarse y establecer contactos sinapticos con otros
tipos celulares, como evidencia la aparicion de una region plexiforme que acompana la region que
presenta células ganglionares diferenciadas. Sin embargo, no es posible identificar en estos
embriones fotorreceptores diferenciados a las 72 hpf.

Otra caracteristica sobresaliente de los embriones deficientes en marcksb, es que sus fibras

musculares se encuentran adelgazadas y curvadas, observacion consistente con las realizadas por



Ott y colaboradores (2011), y presentan ademas material circundante con aspecto vacuolizado, lo
que podria explicar por qué estos embriones presentan escasa motilidad, atin al ser estimulados por
contacto. Tomado en conjunto con el fenotipo ocular, el fenotipo marcksb de los embriones que
presentan plegamiento ocular presenta similitudes con el mutante de la misma especie, mask
(Fadool et al., 1997), aunque no hemos demostrado que exista discontinuidad del epitelio
pigmentario como ocurre en el mencionado mutante. Nuestros experimentos iniciales han mostrado
que al menos a las 72 hpf no es posible identificar células diferenciadas en el epitelio pigmentario
de los morfantes utilizando el marcador de diferenciacion celular zpr-2. Deberemos extender
nuestros experimentos a larvas de 5 dpf para intentar realizar una reconstruccion tridimensional del
epitelio pigmentario y determinar si efectivamente existen discontinuidades que aproximen mas el
fenotipo marcksb al observado en el mutante mask. Por otra parte, el fenotipo observado en los
morfantes en que no habia plegamiento ocular evidente, y en que observamos una distribucion
aleatoria de parches de capas plexiformes, recordaba mas el aspecto de los mutantes de pez cebra
para N-cadherina pac (Erdmann et al., 2003) en que la laminacion se ve severamente afectada y es
posible observar este tipo de alteraciones. La similitud aparente del fenotipo marcksb con los
fenotipos de los mutantes de la proteina de polaridad apical pard3 en la misma especie (Hong et al.,
2010), nos ha llevado a mostrar también que ni el silenciamiento de marcksa ni el de marcksb tiene
consecuencias en la polaridad del neuroepitelio, por lo que no podria esperarse una explicacion de
los fenotipos vinculada a este aspecto. Sin embargo, futuros experimentos deberan analizar si el
alterar la expresion de MARCKSD, redunda en una afectacion de las uniones intercelulares, en
particular mediadas por N-cadherina. Si MARCKSb efectivamente modula el citoesqueleto de
actina filamentosa, su afectacion puede provocar deficiencias en los sistemas de adhesion celular, ya
que la vinculacién entre los sistemas de adhesion celular y el citoesqueleto han sido ampliamente
estudiados (revisados en Arbuzova et al., 2002; lioka et al., 2004).

Ademas de estudiar sus efectos individuales, nos preguntamos si las funciones de estas dos
proteinas podrian estar relacionadas entre si, directa o indirectamente. El silenciamiento simultdneo
de los paralogos marcksa y marcksb nos ha llevado a la observacion de que el frente de epibolia se
ve alterado, por lo que el fenotipo del doble morfante - mas severo que una simple combinacion de
los fenotipos individuales - podria explicarse por un fenotipo de alteracion en la gastrulacion. La
alteracion en el frente de migracion presenta similitudes con las alteraciones provocadas por el
tratamiento con el agente quelante de Ca™ DBB (5, 5'-dibromo BAPTA), e incluso con las
provocadas por el tratamiento con citocalasina B (Cheng et al., 2004), por lo que no podemos
descartar que el efecto se deba a un desacoplamiento mecanico de las células de la capa celular
envolvente, o de éstas con la capa sincicial externa. Un escenario plausible seria que a través de la

afectacion de las MARCKSa y b ocurra una pérdida de la articulacion del citoesqueleto de actina



filamentosa con los sistemas de sefalizacion intracelulares. Entre los sistemas de sefalizacion
afectados por MARCKS, se encuentran los dependientes de calcio (Hartwig et al., 1992), que
actuarian uniéndose a calmodulina, y modularian el citoesqueleto de actina a través de las
MARCKS del pez cebra. Se sabe que durante la epibolia tardia (65% en adelante) ocurren una serie
de oleadas de calcio, que se han vinculado a la contraccion ritmica del anillo de actomiosina que se
ensambla en el frente de epibolia luego de que ésta ha alcanzado el 50% del embrion de pez cebra
(Cheng et al., 2004). Es posible que la afectacion de este sistema pueda explicar las alteraciones
morfogenéticas que observamos en los dobles morfantes, ya que en etapas mas avanzadas (hasta 72
hpf) hemos observado que el fenotipo del morfante doble presenta similitudes con algunos mutantes
con defectos de gastrulacion en el pez cebra, como el acortamiento general del cuerpo y el
plegamiento caudal de la notocorda en el caso de trilobite y knypek (Solnica-Krezel et al., 1996),
ademas de la reduccion del tamafio de la cabeza y los ojos que se observa en los morfantes de
gravin (Weiser & Kimelman, 2007). En esos casos, el acortamiento del cuerpo se atribuye al
acortamiento axial y a la ocurrencia de defectos durante la gastrulacion, que tendrian un efecto
sobre la extension de los mesodermos somitico y cordal, lo cual lleva a la reduccion de la longitud
corporal. En embriones de Xenopus morfantes de xmarcks se ha descrito la existencia de defectos en
la gastrulacion, debido a una alteracion en la polarizacidon, adhesion, y migracion celular que
afectan tanto la extension convergencia, como la extension del mesendodermo (lioka et al., 2004).
Tomadas en conjunto, estas observaciones nos plantean preguntas importantes que podrian
responderse con experimentos sencillos, como ;qué ocurre con las uniones intercelulares durante la
epibolia en los dobles morfantes?, o ;podra rescatarse el fenotipo doble tratando a los embriones
con jasplakinolida, un estabilizador de la actina filamentosa? Esperamos poder tener estas
respuestas pronto.

Uno de los efectos mas sobresalientes del silenciamiento de marcks en ratones es la
aparicion de defectos en el cierre del tubo neural y en la fusién de los hemisferios cerebrales
(Stumpo et al., 1995; Scarlett & Blackshear, 2003). Aunque se ha descrito la existencia de defectos
en el cierre del tubo neural en el pez cebra, mediante la afectacion de algunas vias de sefializacion
que provocan fenotipos analogos a los observados en raton (Aquilina-Beck et al., 2007), en nuestros
experimentos no hemos observado defectos aparentes de formacion del tubo neural, tal vez debido a
diferencias tanto en la neurulacion en si, como en la morfogénesis e histogénesis ulterior del cerebro
del pez cebra.

Durante el curso de esta tesis ha aparecido una publicacion que refiere a experimentos de
silenciamiento génico andlogos a los aqui presentados (Ott ef al., 2011). Sin embargo, no podemos
compartir que los fenotipos de los morfantes marcksa y marcksb sean analogos, y mucho menos en

lo que respecta a la morfologia e histologia ocular como hemos discutido in extenso en parrafos



anteriores. En lo que si podemos coincidir ampliamente con este trabajo es en su espiritu, y en la
profunda conviccion de que el pez cebra provee un modelo para estudiar la funcion de las proteinas
de la familia MARCKS in vivo, que nos permitira en el corto y mediano plazo comprender como es
que MARCKS actia mediando una plétora de procesos celulares y morfogenéticos, lo que hasta
ahora es pobremente comprendido.

En suma, con nuestros resultados hemos aportado al entendimiento de las proteinas de la
familia MARCKS en el pez cebra y a algunos aspectos evolutivos de las mismas. Asimismo, hemos
determinado la estructura de sus genes, explorado algunos de sus mecanismos de regulacion de la
expresion pre y postranscripcionales, realizado una caracterizacion de sus perfiles de expresion
durante el desarrollo del pez cebra y encontrado algunas correlaciones interesantes con los sistemas
de regulacion descritos. Finalmente hemos analizado mediante experimentos de pérdida parcial de
funcion varios aspectos del desarrollo del pez cebra con especial énfasis en los procesos
morfogenéticos y de diferenciacion celular involucrados en la formacion de elementos esqueléticos
y del sistema nervioso central. Esperamos que nuestra contribucion al conocimiento de estas
proteinas se convierta en nuestro humilde aporte al conocimiento cientifico basico, y que sirva
como punto de partida para futuras investigaciones vinculadas a la exploracion del desarrollo del
sistema nervioso de los vertebrados y la evolucion de los mecanismos involucrados.

Aun resta mucho por entender de como las proteinas de la familia MARCKS actuan en estos
procesos y en muchos otros. Si contintia el trabajo de investigacion en estos genes, quiza se podra
alcanzar un nivel de entendimiento que permita despejar interrogantes acerca del elusivo
surgimiento de estas proteinas en la historia evolutiva de los metazoos y, en el otro extremo de
nuestras expectativas, permitirda a largo plazo desarrollar terapias para los multiples procesos
patologicos a los que se las ha vinculado. Ese es nuestro anhelo y serd el desafio para futuras

investigaciones.



BIBLIOGRAFIA



Abramoff M.D., Magelhaes P.J., Ram S.J. (2004), Image Processing with ImageJ,
Biophotonics International 11(7):36 — 42

Aderem A. & Cohn Z.A. (1988), Calcium ionophore synergizes with bacterial lipopolysaccharides
in activating macrophage arachidonic acid metabolism, Journal of Experimental Medicine

167:623-631

Allawi H.T. & SantalLucia J. Jr. (1997), Thermodynamics and NMR of Internal G-T Mismatches in
DNA, Biochemistry 36:10581 — 10594

Aquilina-Beck A., Ilagan K., Liu Q. & Liang J.O. (2007), Nodal signaling is required for closure of
the anterior neural tube in zebrafish , BMC Developmental Biology 7:126-146

Arbuzova A, Schmitz AA, Vergéres G (2002), Cross-talk unfolded: MARCKS proteins,
Biochemical Journal 362(1):1-12

Ausubel F.M., Brent R., Kingston R.E., Moore D.D., Seidman J.G., Smith J.A. & Struhl K. (eds.),
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons., 2006

Bally-Cuif L. & Vernier P., Organization and Physiology of the Zebrafish Nervous System en Perry
SF, Ekker M, Farrell AP & Brauner CJ (eds.), Fish Physiology vol 29, Academic Press, USA,
2010

Bernstein B.E., Humphrey E.L., Erlich R.L., Schneider R., Bouman P., Liu J.S., Kouzarides T. &
Schreiber S.L. (2002), Methylation of histone H3 Lys 4 in coding regions of active genes |,
Proceedings of the National Academy of Sciences 99(13):8695-8700

Blackshear P.J. (1993), The MARCKS family of cellular protein kinase C substrates, Journal of
Biological Chemistry 268(3):1501-1504

Blackshear P.J., Lai W.S., Tuttle J.S., Stumpo D.J., Kennington E., Nairn A.C. & Sulik K.K. (1996),
Developmental expression of MARCKS and protein kinase C in mice in relation to the

exencephaly resulting from MARCKS deficiency, Developmental Brain Research 96:62-75



Blackshear P.J., Wen L., Glynn B.P. & Witters L.A. (1986), Protein kinase C-stimulated
phosphorylation in vitro of a Mr 80,000 protein phosphorylated in response to phorbol esters

and growth factors in intact fibroblasts. Distinction from protein kinase C and prominence in

brain, Journal of Biological Chemistry 261(3):1459-69

Blom, N., Gammeltoft, S. & Brunak, S. (1999), Sequence- and structure-based prediction of
eukaryotic protein phosphorylation sites, Journal of Molecular Biology: 294(5): 1351-1362

Chen P.Y., Manninga H., Slanchev K., Chien M., Russo J.J., Ju J., Sheridan R., John B., Marks
D.S., Gaidatzis D., Sander C., Zavolan M. & Tuschl T. (2005), The developmental miRNA
profiles of zebrafish as determined by small RNA cloning, Genes & Development
19:1288-1293.

Cheng J.C., Miller A.L. & Webb S.E. (2004), Organization and Function of Microfilaments During
Late Epiboly in Zebrafish Embryos , Developmental Dynamics 231:313-323

Chung C.T., Niemela S.L. & Miller R.H. (1989), One-step preparation of competent Escherichia
coli: Transformation and storage of bacterial cells in the same solution, Proceedings of the

National Academy of Sciences 86:2172 — 2175

Easter S.S. Jr. & Nicola G.N. (1996), The development of vision in the zebrafish (Danio rerio),
Developmental Biology 180:646—-663

Easter S.S. Jr. & Nicola G.N. (1997), The Development of Eye Movements in the Zebrafish (Danio
rerio) , Developmental Psychobiology 31: 267— 276

Erdmann B., Kirsch F-P., Rathjen F.G. & Moré¢ M.I. (2003), N-Cadherin Is Essential for Retinal
Lamination in the Zebrafish, Developmental Dynamics 226:570 —577

Fadool J.M., Brockerhoff S.E., Hyatt G.A. & Dowling J.E. (1997), Mutations affecting eye
morphology in the developing zebrafish (Danio rerio), Developmental Genetics 20:288-295

Fuhrmann M., Hausherr A., Ferbitz L., Schodl T., Heitzer M. & Hegemann P. (2004), Monitoring
dynamic expression of nuclear genes in Chlamydomonas reinhardtii by using a synthetic

luciferase reporter gene, Plant Molecular Biology 55(6):869-81.



Gasteiger E., Hoogland C., Gattiker A., Duvaud S., Wilkins M.R., Appel R.D. & Bairoch A. (2005)
Protein Identification and Analysis Tools on the ExPASy Server en John M. Walker (ed): The

Proteomics Protocols Handbook, Humana Press

Green M.R., Sambrook J. & MacCallum P. (eds) (2007), Molecular Cloning: A laboratory manual,
CSHL Press, USA.

Grush J., Noakes D.L.G. & Moccia R.D. (2004), The Efficacy of Clove Oil As An Anesthetic for the
Zebrafish, Danio rerio (Hamilton), Zebrafish 1(1):46 — 53

Han L. & Zhao Z. (2008), Comparative Analysis of CpG Islands in Four Fish Genomes,
Comparative Functional Genomics 2008:565631

Hanahan D. (1983), Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids, Journal of

Molecular Biology 166(4):557-580

Harlan D.M., Graff J.M., Stumpo D.J., Eddy R.L. Jr, Shows T.B., Boyle J.M. & Blackshear P.J.
(1991), The human myristoylated alanine-rich C kinase substrate (MARCKS) gene (MACS).
Analysis of its gene product, promoter, and chromosomal localization, Journal of Biological

Chemistry 266(22):14399-405

Hartwig J.H., Thelen M., Rosen A., Janmey P.A., Nairn A.C. & Aderem A. (1992), MARCKS is an
actin filament crosslinking protein regulated by protein kinase C and calcium-calmodulin,

Nature 356:618-622

Heery D.M., Gannon F. & Powell R. (1990), A simple method for subcloning DNA fragments from
gel slices, Trends in Genetics 6(6):173

Hong E., Jayachandran P. & Brewster R. (2010), The polarity protein Pard3 is required for

centrosome positioning during neurulation, Developmental Biology 341:335-345

lioka H., Ueno N. & Kinoshita N. (2004), Essential role of MARCKS in cortical actin dynamics
during gastrulation movements, Journal of Cell Biology 164(2):169-74

Jacobs G. H., Stockwell P. A., Tate W. P. & Brown C. M. (2006), Transterm-extended search
facilities and improved integration with other databases, Nucleic Acids Research 34:D37-D40.



Kalendar R., Lee D., Schulman A.H. (2009), FastPCR Software for PCR Primer and Probe Design

and Repeat Search, Genes, Genomes and Genomics 3(1):1 — 14

Kawakami K., Takeda H., Kawakami N., Kobayashi M., Matsuda N. & Mishina M. (2004), A
transposon-mediated gene trap approach identifies developmentally regulated genes in

zebrafish, Developmental Cell 7:133-144

Kiernan J.A., Histological and Histochemical Methods. Theory and Practice, 3rd ed.,
Butterworth-Heinemann, UK, 1999

Kim H.S., Swierczynski S.L., Tuttle J.S., La W.S. & Blackshear P.J. (1998),Transgenic
Complementation of MARCKS Deficiency with a Nonmyristoylatable, Pseudo- Phosphorylated
Form of MARCKS: Evidence for Simultaneous Positive and Dominant-Negative Effects on
Central Nervous System Development , Developmental Biology 200:146 —157

Kimmel C.B., Ballard W.W., Kimmel S.R., Ullman B. & Schilling T.F. (1995), Stages of Embryonic
Development of the Zebrafish, Developmental Dynamics 203:253-310

Klee E.W., Shim K.J., Pickart M.A., Ekker S.C. & Ellis L.B. (2005), AMOD: a morpholino
oligonucleotide selection tool, Nucleic Acids Research 33:W506-W511

Kumar S. & Hedges S.B. (1998), 4 molecular timescale for vertebrate evolution , Nature
392:917-920

Kwan KM, Otsuna H, Kidokoro H, Carney KR, Saijoh Y & Chien C-B (2012), A complex

choreography of cell movements shapes the vertebrate eye, Development 139:359-372

Laemmli U.K. (1970), Cleavage of Structural Proteins during the Assembly of the Head of
Bacteriophage T 4, Nature 227:680-685

Larkin M.A., Blackshields G., Brown N.P., Chenna R., McGettigan P.A., McWilliam H., Valentin
F., Wallace .M., Wilm A., Lopez R., Thompson J.D., Gibson T.J., Higgins D.G. (2007), Clustal
W and Clustal X version 2.0, Bioinformatics, 23, 2947-2948.

Larsen F., Gundersen G., Lopez R. & Prydz H. (1992), CpG islands as gene markers in the human
genome, Genomics 13(4):1095-107



Li H., Chen G., Zhou B. & Duan S. (2008), Actin filament assembly by myristoylated alanine-rich
C kinase substrate-phosphatidylinositol-4,5-diphosphate signaling is critical for dendrite
branching, Molecular Biology of the Cell 19(11):4804-13

Li H.Y,, Park C.-K, Jung S.J., Choi S.-Y., Lee S.J., Park K., Kim J.S. & Oh S.B. (2007), Eugenol
Inhibits K+ Currents in Trigeminal Ganglion Neurons, Journal of Dental Research

86(9):898-902

LiJ. & Aderem A. (1992), MacMARCKS, a novel member of the MARCKS family of protein kinase
C substrates, Cell 70(5):791-801

Li Z., Joseph N.M. & Easter S.S. Jr (2000), The Morphogenesis of the Zebrafish Eye, Including a
Fate Map of the Optic Vesicle, Developmental Dynamics 218:175-188

Liu W. & Saint D.A. (2002), A New Quantitative Method of Real Time Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction Assay Based on Simulation of Polymerase Chain Reaction

Kinetics, Analytical Biochemistry 302:52—-59

Lobach D.F., Rochelle J.M., Watson M.L., Seldin M.F. & Blackshear P.J. (1993), Nucleotide
sequence, expression, and chromosomal mapping of Mrp and mapping of five related

sequences, Genomics 17(1):194-204

Lu D., Yang H., Lenox R.H. & Raizada M.K. (1998), Regulation of angiotensin Il-induced
neuromodulation by MARCKS in brain neurons, Journal of Cell Biology 142(1):217-27

Luo R., An M., Arduini B.L. & Henion P.D. (2001), Specific pan-neural crest expression of
zebrafish Crestin throughout embryonic development, Developmental Dynamics 220(2):169-74

Maurer-Stroh S., Eisenhaber B. & Eisenhaber F. (2002), N-terminal N-Myristoylation of Proteins:
Prediction of Substrate Proteins from Amino Acid Sequence , Journal of Molecular Biology

317:541-557

Manenti S., Yamauchi E., Sorokine O., Knibiehler M.,van Dorsselaer A., Taniguchi H., Ducommun
B. & Darbon J-M (1999), Phosphorylation of the myristoylated protein kinase C substrate
MARCKS by the cyclin E—cyclin-dependent kinase 2 complex in vitro , Biochemical Journal
340: 775782



Maurus D. & Harris W.A. (2009), Zic-associated holoprosencephaly: zebrafish Zicl controls
midline formation and forebrain patterning by regulating Nodal, Hedgehog, and retinoic acid

signaling , Genes & Development 23:1461-1473

McNamara R.K. & Lenox R.H. (1998), Distribution of the Protein Kinase C Substrates MARCKS
and MRP in the Postnatal Developing Rat Brain , The Jjournal of Comparative Neurology
397:337-356

Meyer A. & Van de Peer Y. (2005), From 2R to 3R: evidence for a fish-specific genome duplication
(FSGD) , BioEssays 27:937-945

Michelsen B.K. (1995), Transformation of Escherichia coli Increases 260-Fold upon Inactivation of
T4 DNA Ligase, Analytical Biochemistry 225:172 — 174

Myers E. & Miller W. (1988), Optimal Alignments in Linear Space, CABIOS 4, 1:11-17

Nakatani M., Miya M., Mabuchi K., Saitoh K. & Nishida M., Evolutionary history of Otophysi
(Teleostei), a major clade of the modern freshwater fishes: Pangaean origin and Mesozoic

radiation , BMC Evolutionary Biology 11:177

Nasevicius A & Ekker S.C. (2000), Effective targeted gene ‘knockdown’ in zebrafish , Nature
Genetics 26:216-220

Neuhauss S.C. (2003), Behavioral genetic approaches to visual system development and function in

zebrafish, J. Neurobiol. 54:148—160

Neuhauss S.C.F., Solnica-Krezel L., Schier A.F., Zwartkruis F., Stemple D.L., Malicki J., Abdelilah
S, Stainier D.Y.R. & Driever W. (1996), Mutations affecting craniofacial development in
zebrafish, Development 123, 357-367

Neumann C.J. & Niisslein-Volhard C. (2000), Patterning of the Zebrafish Retina by a Wave of
Sonic Hedgehog Activity, Science 289:2137-2139

Ott L.E., McDowell Z.T., Turner PM., McHugh Law J., Adler K.B., Yoder J.A. & Jones S.L.
(2011), Two Myristoylated Alanine-Rich C-Kinase Substrate (MARCKS) paralogs are required
for normal development in zebrafish, The Anatomical Record 294:1511-1524



Ouimet C.C., Wang J.K., Walaas S.I., Albert K.A. & Greengard P. (1990), Localization of the
MARCKS (87 kDa) protein, a major specific substrate for protein kinase C, in rat brain,
Journal of Neuroscience 10(5):1683-98

Park C.-K., Li H.Y., Yeon K.-Y., Jung S.J., Choi S.-Y., Lee S.J., Lee S., Park K., Kim J.S., & Oh
S.B. (2006), Eugenol Inhibits Sodium Currents in Dental Afferent Neurons, Journal of Dental
Research 85(10):900-904

Patel J. & Kligman D. (1987), Purification and Characterizationof an Mr 87,000 Protein Kinase C
Substrate from Rat Brain, Journal of Biological Chemistry 262(34):16686-16691

Pesole G., Liuni S., Grillo G., Liciulli F., Mignone F., Gissi C. & Saccone C. (2002), UTRdb and
UTRsite: specialized databases of sequences and functional elements of 5' and 3" untranslated

regions of eukaryotic mRNAs. Update 2002, Nucleic Acids Research 30(1):335-340

Pfaffl M. (2001), A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-PCR,
Nucleic Acids Research 29(9): 2003-2007 .

Pfaffl M. (2004), Quantification strategies in real-time PCR , en Bustin S.A. (ed.), 4-Z of
quantitative PCR, International University Line (IUL) , La Jolla, CA, USA..

Prestridge, D.S. (1995), Predicting Pol II Promoter Sequences Using Transcription Factor Binding
Sites, Journal of Molecular Biology 249:923-32

Rebagliati M.R., Toyama R, Haffter P. & Dawid [.B. (1998), cyclops encodes a nodal-related factor
involved in midline signaling , Proceedings of the National Academy of Sciences U.S.A.
95:9932-9937

Rubinstein A.L., Lee D., Luo R., Henion P.D. & Halpern M.E. (2000), Genes dependent on
zebrafish cyclops function identified by AFLP differential gene expression screen, Genesis
26(1):86-97

Scarlett C.O. & Blackshear PJ. (2003), Neuroanatomical development in the absence of PKC
phosphorylation of the myristoylated alanine-rich C-kinase substrate (MARCKS)
Developmental Brain Research 144:25-42



Schmidt J.T. (2004), Activity-driven sharpening of the retinotectal projection: The search for
retrograde synaptic signaling pathways, Journal of Neurobiology 59:114—-133

Schmitt A.E. & Dowling J.E. (1994), Early Eye Morphogenesis in the Zebrafish, Brachydanio rerio,
Journal of Comparative Neurology 344:532-542

Sharp PM. & Li W-H. (1987), The codon adaptation index - a measure of directional synonymous
codon usage bias, and its potential applications , Nucleic Acids Research 15(3):1281-1295

Shi Y., Sullivan S.K., Pitterle D.M., Kennington E.A., Graff J.M. & Blackshear P.J. (1997),
Mechanisms of MARCKS gene activation during Xenopus development, Journal of Biological
Chemistry 272(46):29290-29300

Solnica-Krezel L.,Stemple D.L., Mountcastle-Shah E., Rangini Z., Neuhauss S.C.F., Malicki J.,
Schier A.F., Stainier D.Y.R., Zwartkruis F., Abdelilah S &Driever W. (1996), Mutations

affecting cell fates and cellular rearrangements during gastrulation in zebrafish , Development

123:67-80 .

Solomon K.S., Kudoh T., Dawid I.B. & Fritz A. (2003), Zebrafish foxil mediates otic placode
formation and jaw development , Development 130:929-940

Stumpo D.J., Bock C.B., Tuttle J.S. & Blackshear P.J. (1995), MARCKS deficiency in mice leads to
abnormal brain development and perinatal death, Proceedings of the National Academy of

Sciences U.S.A. 92(4):944-8

Stumpo D.J., Eddy R.L. Jr, Haley L.L., Sait S., Shows T.B., Lai W.S., Young W.S. 3rd, Speer M.C.,
Dehejia A., Polymeropoulos M. & Blackshear P.J. (1998), Promoter sequence, expression, and
fine chromosomal mapping of the human gene (MLP) encoding the MARCKS-like protein:
identification of neighboring and linked polymorphic loci for MLP and MACS and use in the

evaluation of human neural tube defects, Genomics 49(2):253-64

Stumpo D.J., Graft J.M., Albert K.A., Greengard P. & Blackshear P.J. (1989a), Molecular cloning,
characterization, and expression of a cDNA encoding the "80- to 87-kDa" myristoylated

alanine-rich C kinase substrate: a major cellular substrate for protein kinase C, Proceedings of

the National Academy of Sciences U.S.A. 86(11):4012-6



Stumpo D.J., Graff J.M., Albert K.A., Greengard P. & Blackshear P.J. (1989b), Nucleotide sequence
of a cDNA for the bovine myristoylated alanine-rich C kinase substrate (MARCKS), Nucleic
Acids Research 17(10):3987-8

Sundaram M., Cook H.W. & Byers D.M. (2004), The MARCKS family of phospholipid binding
proteins: regulation of phospholipase D and other cellular components, Biochemistry and Cell

Biology 82(1):191-200

Tamura K., Dudley J., Nei M. & Kumar S. (2007), MEGA4: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGA) software version 4.0, Molecular Biology and Evolution 24: 1596-1599.

Tang R., Dodd A., Lai D., McNabb W.C. & Love D. (2007), Validation of zebrafish (Danio rerio)
reference genes for quantitative real-time RT-PCR normalization, Acta Biochimica et

Biophysica Sinica 39(5): 384-390 .

Tapp H., Al-Naggar I.M., Yarmola E.G., Harrison A., Shaw G., Edison A.S. & Bubb M.R. (2005),
MARCKS is a natively unfolded protein with an inaccessible actin-binding site: evidence for

long-range intramolecular interactions, Journal of Biological Chemistry 280(11):9946-9956

Thisse, B., Thisse, C. (2004) Fast Release Clones: A High Throughput Expression Analysis. ZFIN
Direct Data Submission (http://zfin.org).

Thisse C. & Thisse B. (2008), High-resolution in situ hybridization to whole-mount zebrafish
embryos , Nature Protocols 3(1):59-69

Toledo A & Arruti C (2009), Actin modulation of a MARCKS phosphorylation site located outside
the effector domain, Biochemical and Biophysical Research Communications 383(3):353-7

Towbin H., Theophil S. & Gordon J. (1979), Electrophoretic transfer from polyacrylamide gels to
nitrocellulose sheets: Procedure and some applications, Proceedings of the National Academy

of Sciences USA 76(9):4350-4354

Umekage T & Kato K (1991), A mouse brain cDNA encodes a novel protein with the protein kinase
C phosphorylation site domain common to MARCKS, FEBS Lett. 286(1-2):147-51



Vesterlund L., Jiao H., Unneberg P., Hovatta O. & Kere J. (2011), The zebrafish transcriptome
during early development, BMC Developmental Biology, 11:30

Weimer J.M., Yokota Y., Stanco A., Stumpo D.J., Blackshear P.J. & Anton E.S. (2009), MARCKS
modulates radial progenitor placement, proliferation and organization in the developing

cerebral cortex, Development 136(17):2965-75

Wein G., Rossler M., Klug R. & Herget T. (2003), The 3-UTR of the mRNA coding for the major
protein kinase C substrate MARCKS contains a novel CU-rich element interacting with the

mRNA stabilizing factors HuD and HuR, European Journal of Biochemistry 270(2):350-65.

Weiser D.C., Pyati U.J. & Kimelman D. (2007), Gravin regulates mesodermal cell behavior

changes required for axis elongation during zebrafish gastrulation , Genes & Development 21:

1559-1571

Wienholds E., Kloosterman W.P., Miska E. ,Alvarez-Saavedra E., Berezikov E., de Bruijn E.,
Horvitz H.R., Kauppinen S. & Plasterk R.H.A. (2005), MicroRNA Expression in Zebrafish
Embryonic Development , Science 309:310-311

Wu M., Chen D.F.,, Sasaoka T. & Tonegawa S. (1996), Neural tube defects and abnormal brain
development in F52-deficient mice, Proceedings of the National Academy of Sciences U.S.A.
93(5):2110-5

Wu W.C., Walaas S.I., Nairn A.C. & Greengard P. (1982), Calcium/phospholipid regulates
phosphorylation of a Mr “87k” substrate protein in brain synaptosomes, Proceedings of the

National Academy of Sciences U.S.A. 79(17):5249-5253

Zolessi F.R. & Arruti C. (2001a), Apical accumulation of MARCKS in neural plate cells during
neurulation in the chick embryo, BMC Developmental Biology 1:7

Zolessi F.R. & Arruti C. (2001b), Sustained phosphorylation of MARCKS in differentiating
neurogenic regions during chick embryo development, Developmental Brain Research

130:257-267

Zolessi FR. & Arruti C. (2004a), MARCKS in Advanced Stages of Neural Retina Histogenesis,
Developmental Neuroscience 26:371-379



Zolessi F.R., Duran R., Engstrom U., Cervefiansky C., Hellman U. & Arruti C. (2004b)
Identification of the chicken MARCKS phosphorylation site specific for differentiating neurons

as Ser 25 using a monoclonal antibody and mass spectrometry, Journal of Proteome Research

3:84-90.

Zolessi F.R., Hellman U., Baz A., Arruti C. (1999), Characterization of MARCKS (Myristoylated
Alanine-Rich C Kinase Substrate) ldentified by a Monoclonal Antibody Generated against

Chick Embryo Neural Retina, Biochemical and Biophysical Research Communications
257:480-487

Zolessi F.R., Transduccion intracelular de sefiales durante el desarrollo del sistema nervioso: rol de

la proteina MARCKS, Tesis de Doctorado PEDECIBA, Uruguay, 2003



