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Resumen

El scaling en la morfogénesis se refiere al proceso por el cual los tejidos y érganos mantienen
proporciones y patrones invariantes a medida que crecen en tamafio. El 0jo es una estructura
muy conservada entre los vertebrados y estudiar su mecanismo de scaling tiene el potencial de
generar un impacto significativo en varias disciplinas, abarcando desde una mejor
comprension de sistemas bioldgicos hasta la medicina regenerativa. Este trabajo cumple con
el inicio de una investigacion a mayor escala para estudiar y generar un modelo de scaling del
ojo en zebrafish. Estudiamos el papel de los morfogenos Wnt2 y Wnt8b, los cuales se
sospecha que cumplen una funcion en el scaling. Nos centramos ademas en la creacion de la
FO de una linea mutante para el gen rx3 de zebrafish incapaz de desarrollar ojos con el fin de
utilizarla en un escenario experimental. Los mutantes rx3 homocigotos mueren a las 2
semanas de vida no siendo viables para la generacion de linea de interés. Se plantea, por tanto,
la eleccion de los individuos heterocigotos portadores de la mutacion para la creacion de la
linea. En el estudio de los morfogenos, nuestros resultados demostraron la implicacion de
Wnt8b y Wnt2 en la formacion del ojo confirmando el papel del Gltimo en la diferenciacion
de la poblacion celular de RPE. Ademas, con el fin de caracterizar con mayor exactitud
propiedades biofisicas de Wnt2 y Wnt8b planteamos la generacion de constructos de ADN
codificantes para proteinas fusion Wnt-GFP. La creacion del constructo Wnt8b-GFP resulto
exitosa; sin embargo, su expresion no se da de forma adecuada probablemente debido a fallos
en el plegamiento ante lo cual proponemos el uso de un linker distinto para la unién de los

dominios Wnt y GFP.



Introduccion

El ojo es una de las estructuras mas finamente conservadas entre los vertebrados, asi como su
proceso de formacion y desarrollo. El proceso de morfogénesis de este comienza tras la
formacion de la placa neural con la diferenciacion de un grupo de células colocadas en la
parte central anterior de esta, dando lugar al campo retinal u ocular. Estas comienzan a
presentar caracteristicas distintas al resto de la placa neural migrando hacia la zona externa
mientras que el resto converge formando el tubo neural (1) Esto ocurre en peces cebra, Danio
rerio (zebrafish) entorno a las 11h tras la fecundacion del huevo (embriones 11 hfp) (2). De
este movimiento surgen dos vesiculas dpticas formadas por un neuroepitelio aparentemente
homogéneo que, a medida que se produce el engrosamiento del ectodermo suprayacente en la
placoda del cristalino, sufrird un proceso de plegamiento dando lugar a una bicapa que
formaré la copa Optica. Conforme se da este plegamiento el neuroepitelio dara lugar a tres
dominios principales que seran la retina neural (NR), el epitelio retinal pigmentario (RPE) y
el tallo dptico separado dorsal y ventral (dOS y vOS) (1) . En zebrafish esta vesicula Optica se
encuentra originalmente aplanada formando una bicapa compuesta por la capa lateral (LL),
mas gruesa, y la capa medial (ML), ligeramente mas delgada, las cuales daran lugar a NR y
RPE respectivamente tras el plegamiento (3). En estos organismos la formacién de la copa
Optica ocurre de forma simultanea a los cambios morfoldgicos en los distintos grupos
celulares de forma que las células de la ML comienzan su diferenciacion a células aplanadas
formando un epitelio escamoso extendiéndose gradualmente mientras la LL aumenta su

engrosamiento y sus células adquieren una conformacion columnar (3).

La formacidn de la copa Optica, fundamental en la correcta estructuracion del 6rgano
estableciendo las bases para el desarrollo y la funcion adecuada de las diferentes estructuras
del ojo, se encuentra orquestada por la accién de morfégenos. Los morfégenos, entre los
cuales encontramos Hh, Wnt o FG, son agentes activadores de vias de sefializacion
implicados en el desarrollo embrionario y brindan informacién sobre la posicion relativa de
las células individuales dentro del embrion. Los morfogenos generan gradientes en el medio
celular llevando a cabo su funcion a concentraciones concretas de forma que una alteracion de

estas o del equilibrio entre distintos morfdgenos provocan fallos en la organogénesis (4).

Es esencial que este proceso de formacion se dé de forma ordenada, y proporcional
independientemente de su tamafio, lo cual se conoce como patron de escala invariable o

scaling, siendo un proceso crucial en el desarrollo (5-7). Estas propiedades invariantes de



escala permiten que los tejidos y 6rganos se adapten a los cambios de tamafio, y es necesaria
para otorgar plasticidad al sistema, atributo esencial para procesos como la homeostasis o la
regeneracion de 6rganos. De esta forma estudiar estos procesos de escala durante la
morfogeénesis del ojo podria tener un amplio impacto en diversos campos que van desde la
biologia de sistemas hasta la medicina regenerativa. Durante el desarrollo estos patrones de

escala invariable se establecen gracias a los morfégenos comentados anteriormente (7).

En 2018 se publico un estudio describiendo un modelo de mecanismo de escala invariable en
zebrafish basado en la capacidad de la sefializacion Nodal para detectar el tamafio del embrion
y ajustar las propiedades de los tejidos. Para la creacion del modelo se llevé a cabo un
screening computacional tomando como referencia topologias de la red Nodal-Lefty
restringidas con parametros biofisicos medidos in vivo. Observaron como resultado que las
propiedades de escala del embrion dependian de las concentraciones precisas del inhibidor
nodal altamente difusivo, Lefty (5). Curiosamente, se requiere una topologia de red de
activador-inhibidor muy similar a Nodal-Lefty para formar el patrén regional de la copa
oOptica: el activador Wnt de baja difusion y sus inhibidores, DKK y SFRP (8). Ademas, al
igual que el sistema Nodal-Lefty, se ha demostrado que el inhibidor SFRP también es

activado por el activador Wnt (9) y afecta la distribucion extracelular del gradiente Wnt (10).

Whnt engloba a un grupo de glicoproteinas ricas en cisteina, cuyo nombre proviene del gen en
Drosophila wingless y su homologo en vertebrados integrated, que, tras la unién al extremo
N-terminal de receptores de la familia Frizzled (Fz) (11), median sefiales extracelulares
activando dos posibles vias de trascripcion principales, la via canonica o dependiente [3-
catenina o la no candnica o independiente de B-catenina (12). Las funciones de la familia Wnt
engloban una gran cantidad de procesos como la diferenciacion celular, movilidad, polaridad,
replicacion y renovacion de células madre. Debido a su papel esencial en el desarrollo
embrionario su expresion se encuentra fuertemente regulada y restringida tanto temporal
como espacialmente (13). Ademas, estos ligandos presentan una limitada difusion y actuan en
la misma regidn donde son secretados. Esto se encuentra probablemente influenciado por la
interaccidn que estas glicoproteinas, altamente modificadas, presentan con elementos de la

matriz celular como heparan sulfato y proteoglicanos como Dally y glypican 3 (14).

Nuestra idea es comenzar un proyecto a largo plazo en el que obtengamos como meta final un
modelo de patron de escala invariable para la formacion del ojo aplicando la estrategia de

screening computacional ajustada a las propiedades biofisicas de los morfégenos implicados



en el contexto de la copa Optica. Para ello nos centraremos en el estudio del modelo de escala
invariable méas probable, las interacciones de sefiales biestables entre las capas LL y ML en la
vesicula dptica para la formacion del RPE y NR. Hay evidencias positivas que demuestran
papel de Wnt como responsable de la diferenciacion de RPE en zebrafish (15), asi como el de
FGF (morfogeno) de promover la diferenciacion de la NR (16). Ademas, datos de sc-RNAseq
generados en nuestro laboratorio demostraron que son Wnt2 y Wnt8b, dentro de la familia

Whnt, aquellos que se expresan de forma exclusiva en la subpoblacion de RPE del ojo.

Para llevar a cabo el desarrollo del proyecto es necesario empezar identificando los posibles
morfégenos responsables del scaling, asi como medir las propiedades biofisicas (difusion y
aclaramiento) de estos y sus inhibidores en el primordio del ojo (embriones 16 hpf). Las
proteinas difunden desde sus fuentes de produccion a medida que también se eliminan del
espacio extracelular por absorcion o degradacion celular. Por lo tanto, tanto la difusividad
como la estabilidad influyen en los gradientes de proteinas (17). Ademas, para analizar el
scaling del ojo y comprobar las predicciones del modelo matemaético es necesario la creacion
de un escenario experimental en el cual obtengamos peces con ojos de distintos tamafios
manteniendo la escala de los tejidos que lo conforman. La estrategia que emplearemos para la
generacion de este escenario consiste en la implantacion de células precursoras de 0jo
provenientes de organismos WT en estado de pre-gastrula (18) sobre embriones de peces de

una linea mutante no formadora de ojo.

El gen chokh, ort6logo del gen rax en mamiferos, codifica para Rx3, un factor de trascripcion
de homeodominio. Rx3 cumple una funcién muy especifica del ojo y regula gran cantidad de
genes para la formacién de este. Mab2112, Rx1 y Rx2, principales factores de trascripcion
promovidos por Rx3, parecen ser responsables de la evaginacion de la vesicula Optica del
primordio, fase limitante y primordial en la formacion del ojo (19,20). Ademas, la expresién
de Vsx2 y Ath5, factores expresados por las células progenitoras de la retina, se vuelve
indetectable en mutantes chokh”" (21). A su vez Rx3 promueve la diferenciacion de RPE (22)
y regula el desarrollo del cerebro mediante la bajada de expresion de genes implicados en las
vias de sefializacion de Wnt (20) asi como ha demostrado un papel fundamental en el
desarrollo del hipotalamo dorso-anterior y la diferenciacion de neuronas y nucleos esenciales
formados en este, asi como de la glandula pineal (23). Mutantes doble negativo del gen chokh

presentan un como fenotipo anoftalmia bilateral (ausencia de ojos) ademés de malformaciones



en el 16bulo frontal (19,20) lo cual lo hace una diana interesante para el desarrollo de una

linea mutante que utilizar para el desarrollo de nuestro modelo experimental.

Objetivos

Los objetivos de este trabajo experimental fueron:

1. El estudio del papel de los morfégenos Wnt2 y Wnt8b en la formacion del ojo,
concretamente en la diferenciacion del RPE, con el fin de comprobar la hipotesis de
estos siendo morfogenos responsables en el scaling del ojo. Para esto llevaremos a
cabo dos ensayos:

a. Sobreexpresion de Wnt2 y Wnt8b en embriones de zebrafish WT.
b. Generacion de constructos de ADN para la expresion de proteinas fusion
Wnt2-GFP y Wnt8b-GFP. Esto nos permitiria observar el comportamiento de
Wnt2 y Wnt8b, confirmar su sitio de actuacion y estudiar sus propiedades.
2. Generacion de la FO de una linea de zebrafish mutante de rx3 incapaz de desarrollar

ojos mediante el uso de la técnica CRISPR-Cas9.



Resultados

1. Generacion de una linea mutante para el gen rx3 de zebrafish empleando tecnologias
CRISPR-Cas9

Con el objetivo de generar una linea mutante de zebrafish que presente el fenotipo de
anoftalmia decidimos llevar a cabo la creacion de una linea mutante del gen chokh/rx3
mediante el uso de la técnica de edicion genética CRISPR-Cas9. A las 24h tras la inyeccion
(embriones 24 hfp) los embriones presentaron 4 fenotipos principales: fenotipo WT,
anoftalmia bilateral, ojos de menor tamafio, y anoftalmia unilateral, siendo este tltimo el
menos frecuente (Fig. 1). Llevamos a cabo un conteo y clasificacién de los embriones en
funcién de su fenotipo, asi como un seguimiento de supervivencia las siguientes 72h.
Agrupamos bajo el término ‘malformaciones oculares’ a los embriones que presentaban ojos

de menor tamafio y anoftalmia unilateral.

Fenotipo n° de embriones. N=80 %
Anoftalmia bilateral 35 43,75
Malformaciones oculares 22 27,5
Fenotipo WT 23 28,75
Efectividad del ensayo 71,25
Fenotipo % supervivencia, 48 hfp (n°) | % supervivencia, 72 hfp (n°)
Anoftalmia bilateral 91,4 (32) 74,28 (26)
Malformaciones oculares | 95,45 (21) 90,9 (20)
Fenotipo WT 91,3 (21) 91,3 (21)

Hipotetizamos que los individuos que presentaban anoftalmia biltateral eran homocigotos
para la mutacion del gen rx3, mientras que las malformaciones oculares indicarian
heterocigosis, y fenotipo WT, ausencia de la mutacion. Previamente, los embriones
homocigotos para la mutacién del gen rx3, han sido probados como no viables, muriendo
antes de completar su desarrollo a fase de adultez, probablemente debido a fallos en el
desarrollo cerebral (19,20,23). Dado que nuestro interés es generar una linea mutante viable,
decidimos crecer aquellos individuos que presetaron fenotipo de malformaciones oculares:

0jos pequeftios y anoftalmia unilateral. Estos, sin embargo, murieron también a las 2 semanas.



Figura 1: Fenotipos presentes en los embriones 72 hfp tras el ensayo de mutacién de rx3 con CRISPR-Cas9. (A,B) Fenotipo
WT. (C,D) Fenotipo de anoftalmia bilateral. (E,F) Fenotipo de ojos pequefios. (G,H) Fenotipo de anoftalmia unilateral.

2. Sobreexpresion de Wnt2 y Wnt8b para su estudio funcional
a. Preparacion de los vectores de expresion para los genes wnt2 'y wnt8b

Comenzamos llevando a cabo la clonacion de los genes wnt2 y wnt8b en el plasmido de
expresion pCS2+ para poder llevar a cabo la sintesis in vitro de mRNA y su posterior
inyeccion en los embriones. Para ello, empleamos bacterias competentes que acojan y
amplifiquen los plasmido para su uso en técnicas de biologia molecular. Después de cultivar

las bacterias, escogemos 3 colonias para cada plasmido correspondientemente y extrajimos el
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ADN realizando minipreps, para después llevar a cabo una PCR y una digestion del ADN que
comprobardn la presencia de los genes de interés. La electroforesis del producto de la
digestion mostro solo la presencia del gen de interés en el caso de wnt8b (Fig. 2). La PCR sin
embargo mostréo ambos genes, wnt2 y wnt8b en las miniprep provenientes de las 3 colonias
para cada gen correspondientemente (Fig.3). En ocasiones la enzimas de restriccion no
pueden acceder a su sitio de corte debido a la conformacién que toma el plasmido,
conociendo esto tomamos como fiables los resultados de la PCR. Llevamos a cabo la sintesis
de mRNA el cual fue posteriormente inyectado en los embriones en estadio de una célula a

dos concentraciones distintas, 20 ng/uL y 15 ng/uL.

Figura 2: Electroforesis muestra los Figura 3: Electroforesis muestra los resultados de PCR sobre el ADN obtenido
resultados de la reaccién de digestion en la clonacién de wnt2 y wnt8b. Las columnas 1, 2 y 3 muestran una banda a
catalitica del ADN extraido de la clonacién 1100 pb correspondiente al gen wnt2. Las columnas 4, 5y 6 muestran una

de wnt2 y wnt8b. Los resultados muestran  banda a 1100 pb correspondiente al gen wnt8b.

una banda a 1100 pb en las columnas 4, 5

y 6 correspondiente al gen wntb8. No

aparecen bandas en las columnas 1,2y 3

correspondiente al gen wnt2.

b. Inyeccion del mRNA de los genes wnt2 y wnt8b

La sobreexpresion de wnt8b resulté en embriones con un amplio rango de fenotipos. En su
mayoria presentaron alto grado de retraso en el desarrollo, asi como deformaciones severas,
que imposibilitaron caracterizar problemas en el desarrollo de ojos de forma especifica. Una
minoria presentd un fenotipo mas suave caracterizado por la anoftalmia bilateral; estos
mantenian un claro retraso en el desarrollo con respecto a individuos WT si bien no tan
marcado. Los resultados fueron consistentes a ambas concentraciones, tanto 20 ng/uL como a
15 ng/uL (Fig. 4A-E).
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Por otro lado, la sobreexpresion de wnt2 manifestd unos resultados mas prometedores en
relacion al estudio del desarrollo del ojo. Con respecto a la inyeccion a 20 ng/uL encontramos
un fenotipo similar al presente en la sobreexpresion de wnt8b con la diferencia de haber una
menor proporcion de individuos deformes y una mayor de aquellos con un leve retraso del
desarrollo y anoftalmia bilateral (Fig. 4F-H). Sin embargo, repitiendo el ensayo a 15 ng/uL,
encontramos un nuevo fenotipo: embriones con anoftalmia bilateral pero que no presentan
retraso en el desarrollo al compararlo con el control WT (Fig. 41, J). Este es el fenotipo mas
interesante para nuestro estudio, ya que no es un fenotipo general de problemas en el
desarrollo embrionario, sino que es un fenotipo especifico de desarrollo de ojo, indicando que
wnt2 cumple un papel especifico en este proceso. A la vista de los resultados repetimos en

ensayo para calcular la estadistica:

Fenotipo n° de embriones (N=155) %
Anoftalmia bilateral 21 13,55
Anoftalmia bilateral + leve 76 49,03

retraso del desarrollo

Deformaciones + alto retraso | 42 27,10
del desarrollo
WT 16 10,32

Efectividad del ensayo 89,68

Decidimos llevar a cabo un ensayo de hibridacion in sifu con el fin de caracterizar mejor el
fenotipo, marcando las poblaciones celulares de RPE y NR con tfec y vsx, respectivamente.
No obtuvimos resultados claros debido a que los animales empleados para este experimento
fueron inyectados con concentraciones de wnt2 mRNA mayores de 15 ng/uL y por lo tanto la
mayoria presentaban el fenotipo mas extremo, que es el de formacion de las vesiculas Opticas
muy pequenas. Aun asi, pudimos apreciar un dato interesante, y es que la vesicula optica,
aunque marcadamente mas pequefia que en el WT, tiene expresion exclusiva del marcador de
RPE, tfec, y nada de expresion del marcador de NR, vsx, indicando que la sobreexpresion de

Wnt2 conlleva a la especificacion de las células del RPE y la inhibicion de NR (Fig. 5).
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Control Sobreexpresion
C

Wnt8b 20 ng/uL

_ .-“ .U .>

Wnt8b 15 ng/uL

Wnt2 20 ng/pL

Wnt2 15 ng/uL

Figura 4: Fenotipos presentes en embriones 24 hfp tras la inyeccién de mRNA wnt2/wnt8b para su sobreexpresién. (A-E) La
sobreexpresion de Wnt8b (20 y 15 ng/uL) y Wnt2 (20 ng/uL) ofrece resultados similares. (C, H) En mayor proporcion los
embriones muestran deformidades y fuerte retraso del desarrollo. (B, E, G) también presentes en menor proporcidn
observamos embriones con anoftalmia bilateral y un retraso del desarrollo més leve. (I, J) La sobreexpresién de Wnt2 a 15
ng/ulL da lugar a un nuevo fenotipo caracterizado con anoftalmia bilateral sin muestras de retraso del desarrollo.
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Control Sobreexpresion de Wnt2

Marcaje con vsx

Marcaje con tfec

Figura 5: Poblaciones de RPE y NR en embriones tras la inyeccion de mRNA wnt2 a una concentracion >20 ng/uL. (A,B) El
marcaje con vsx muestra la poblacién de NR, la cual se ve ausente bajo la sobreexpresion de Wnt2. (C,D) tfec marca las
células de RPE. Estas si se ven presentes bajo condiciones de sobreexpresion de Wnt2.

3. Creacion de constructo Wnt8b-GFP

El objetivo es generar dos secuencias de ADN que codifiquen para proteinas fusion
Wnt2-GFP y Wnt8b-GFP respectivamente, la cuales estdn compuestas de las secuencias
codificantes de Wnt y GFP unidas por un segmento linker. Para la produccion del constructo
generamos previamente los fragmentos de ADN correspondientes a los genes codificantes de
Whnt y GFP unidos a la secuencia linker (Fig. 6). Para ello realizamos una PCR utilizando
primers que contengan este segmento. Los resultados de la PCR mostraron éxito en la
amplificacion solo de los fragmentos GFP-link y Wnt8b-link, quedando el Wnt2-link sin
sintetizar (Fig. 7). La amplificacion de Wnt2 sin el link (empleando primers canon) resultaba
con éxito, lo cual nos hace deducir que el problema reside en el primer Wnt2 linker Rv
utilizado, por lo tanto, decidimos seguir con el ensayo centrandonos nicamente en Wnt8b.
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Figura 6: Procedimiento seguido para la generacion de constructo Wnt-GFP. (1, 2) Sintesis de los fragmentos
Wht-link y GFP-link. (3, 4) Annealing PCR. Created with BioRender.com.

Figura 7: Electroforesis muestra los resultados en la
construccion de los fragmentos Wnt-Linker. Llevamos
a cabo la reaccion utilizando dos polimerasas distintas:
iProof ™ (2, 3) y Advantage Polymerase (4, 5). Los
resultaros mostraron Unicamente la sintesis del
fragmento Wnt8b-linker (3, 5). La banda en el carril 1 a
1100 pb corresponde a la amplificacion del gen wnt2.

Utilizando ambos fragmentos, Wnt8b-link y GFP-link, Ilevamos a cabo una “Annealing PCR”
para la combinacion de estos en nuestra secuencia de interés (Fig. 6), la cual insertamos en el
plasmido pCS2+. Tras la clonacion de este en bacterias competentes y el aislamiento del
ADN de 8 colonias, realizamos una reaccion de digestion y una PCR. Los resultados de estas
sefialaron las muestras identificadas con los nimeros 2, 3 y 4 como aquellas que presentaban
el fragmento de interés amplificado y clonado (Fig. 8, 9). La secuenciacion en una empresa

confirmé la creacién del constructo de interés.
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Figura 8: Electroforesis muestra los resultados de Figura 9: Electroforesis muestra los resultados
PCR sobre el ADN obtenido en la clonacién del tras la reaccién de digestion sobre el ADN
constructo Wnt8b-GFP. Las muestras 2,3y 4 obtenido en la clonacidn del constructo Wnt8b-
presentan una banda a 1800 bp correspondiente GFP. La banda presente en las muestras 2, 3y 4
al constructo de interés probando su obtencidn. 1800 bp indican la presencia del constructo de

interés.

Sin embargo, la expresion del fragmento mediante la inyeccion de mRNA en el cigoto de

zebrafish no condujo a los resultados esperados. 24 h tras la inyeccion a una concentracion de

20 ng/uL, los embriones mostraron un fenotipo similar al presente en la sobreexpresion de
Wnt8b, un alto porcentaje mostro un fuerte retraso del desarrollo y deformaciones, si bien
también encontramos embriones caracterizados por la anoftalmia bilateral y retraso del
desarrollo (Fig. 10A, B). En ninguno de los dos casos estos presentaron fluorescencia. Ante
estos resultados repetimos la sintesis de MRNA y la inyeccion, esta vez aumentando la
concentracion a 80 ng/uL. Decidimos hacer una primera observacion a las 5 h tras la
inyeccion y una segunda pasadas 24 h. Los embriones 24 hfp presentaron, practicamente en
su totalidad, paralizacién del desarrollo en la fase de segmentacion y/o deformidades,
probablemente asociadas a la alta expresion de wnt8b (Fig. 10C-E), estos sin embargo

siguieron sin mostrar fluorescencia en ninguna de las dos observaciones (5 hy 24 h).
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A (Control)

C D E

Figura 10: Expresion de proteina fusion Wnt8b-GFP en embriones, 24 h tras la inyeccién de mRNA. (A, B) La expresion tras la

Wnt8b-GFP 20 ng/pL

Wnt8b-GFP 80 ng/pL

inyeccidn a 20 ng/uL presenta un fenotipo similar al obtenido en la sobreexpresién de Wnt8b, caracterizado por anoftalmia
bilateral y retraso del desarrollo. No hubo efecto de fluorescencia. (C, D, E) La inyeccion a 80 ng/uL resulta en la paralizacién

del desarrollo en la fase de segmentacion. De igual forma estos no muestran fluorescencia.
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Discusion

El ensayo de edicion gendmica CRISPR-Cas9 para la mutacion Rx3 resultd exitoso
obteniendo individuos con el fenotipo de interés, anoftalmia bilateral. Solo los homocigotos
muestran este fenotipo, sin embargo, mueren tras los 10-12 dias de vida (19), probablemente a
causa de malformaciones a nivel del I6bulo frontal y gldndula pineal (19,20,23) si bien otros
estudios proponen la inanicién como causa de la muerte (19). Esto hace que los individuos
homocigotos para la mutacion no sean viables para la creacion de una linea genéticamente
estable. Es por esto que decidimos seguir el crecimiento de los individuos heterocigotos los
cuales hipotetizamos que serian aquellos que mostraban formacién del ojo alterada, sin llegar
a la anoftalmia; sin embargo, murieron también alrededor de las 2 semanas de vida. Una
posterior revision de la literatura mostré que otros investigadores han caracterizado el
fenotipo de heterocigotos chokh*™ como WT, definiendo la mutacion de Rx3 como una
mutacién recesiva (20,22). Probablemente los organismos que definimos como heterocigotos
durante el experimento fueran en realidad homocigotos chokh™ con un fenotipo atipico,
explicando asi su muerte inesperada. Con el fin de llevar a cabo la creacion de la linea
mutante por tanto habria que repetir el experimento esta vez creciendo los embriones con
fenotipo WT, genotipar los individuos seleccionando los heterocigotos portadores de la
mutacién y mantener la linea en heterocigosis, siendo necesario repetir el genotipado para

cada generacion.

El estudio de sobreexpresion de wnt2 y wnt8b mostrd anoftalmia bilateral demostrando el
papel de estos en la formacién del ojo en zebrafish, algo hasta ahora no caracterizado
experimentalmente. Sin embargo, contrariamente a como preveiamos, encontramos un
fenotipo mas extremo y con afectaciones a otros tejidos. Si bien esperabamos observar
alteraciones Unicamente en el plegamiento de la copa Optica, apreciamos cambios mas alla de
esto, afectando al desarrollo general del pez y generando malformaciones, especialmente a
altas concentraciones. Como sabemos Wnt engloba a una familia de ligandos los cuales
controlan multiples procesos bioldgicos como la proliferacion, diferenciacion, apoptosis,
migracion, etc. mediante la activacion de mdaltiples vias transcripcionales tras la unién a su
receptor que se encuentra en la membrana plasmatica (11). Las interacciones y acciones Wnt-
receptor y sus acciones son especificas para cada miembro de la subfamilia, si bien los
mecanismos responsables de la especificidad de sefial se mantienen desconocidos a dia de hoy
(24,25). Es posible que la gran sobreexpresion de Wnt, sumado a su baja difusividad (14) y

unido a la perdida de la regulacién de expresion, normalmente fuertemente regulada temporal
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y espacialmente (13), estén produciendo interacciones inespecificas activando vias de
sefializacion no fisiologicas para Wnt2 y Wnt8b alterando el desarrollo a varios niveles
creandose un mecanismo de forma que a mayor expresion, mayor presencia de Wnt, mayor
probabilidad de interacciones inespecificas y por tanto mayores afectaciones del desarrollo.
Whnt cumple funciones en la formacion del cerebro (26,27) y parece competir con la
formacion de la vesicula dptica a altas concentraciones. Recordemos que, mientras Rx3 es
esencial para la formacion de la vesicula, cumple entre sus otras funciones la regulacion a la
baja de las vias de sefializacion Wnt, las cuales se ven sobreexpresadas en mutantes de Rx3
(20). Por otro lado, los datos obtenidos inyectando bajas concentraciones de wnt2 mRNA, que
afectan exclusivamente al desarrollo de la copa éptica son muy prometedores, por lo que los
futuros ensayos se centraran en experimentos de sobreexpresion con estos parametros. A su
vez, los resultados de la hibridacién in situ muestran que en aquellos embriones que
presentaban tejido Optico expresaban Unicamente RPE sin mostrar nada de NR, indicando que
efectivamente Wnt2 puede ser un morfégeno que lidere la diferenciacion del tejido optico en
RPE inhibiendo la formacion de NR. De cara a futuros experimentos parece interesante seguir
investigando el papel de Wnt2 y Wnt8b comenzando por repetir el ensayo de hibridacion in
situ, esta vez sobre embriones inyectados con una menor concentracion de Wnt y poder
caracterizar sus efectos a niveles méas cercanos a los fisiolégicos para reafirmar su rol en la

formacion del ojo y la diferenciacién de las distintas poblaciones neurales.

Con respecto a la generacion del constructo Wnt8b-GFP, los resultados de la digestion y
amplificacion por PCR de las muestras de ADN obtenidas tras la clonacion del fragmento
mostraban una banda a 1800 pb correspondiente al fragmento Wnt8b-GFP. Esto unido a los
resultados de la secuenciacion de las muestras 2, 3 y 4 confirman la creacion del constructo de
interés Wnt8b-GFP. La expresion de la proteina fusién provoca un fenotipo en los embriones
consistente con el observado bajo la sobreexpresion de Wnt8b, embriones con anoftalmia
bilateral y retraso del desarrollo, y mayores afectaciones al desarrollo al aumentar la
concentracion del mMRNA de Wnt8b-GFP. Sin embargo, no presentan fluorescencia. Estos
resultados parecen indicar que si bien el dominio correspondiente a Wnt8b se esta traduciendo
y plegando con éxito esto se ve interrumpido para el domino de GFP, dando como resultado
una proteina que conserva su funcion como morfégeno, uniéndose con éxito a su receptor
(Frizzled) pero que no es fluorescente. La interrupcion o fallos en el plegamiento 3D de la
cadena aminoacidica pueden deberse a las caracteristicas del linker utilizado, tanto la longitud

como el grado de flexibilidad de este podria resultar en fallos del plegamiento correcto de los
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dos dominios enlazados (28). En nuestro caso el linker utilizado fue GSLPAVT, un linker
largo y muy flexible, favoreciendo el movimiento independiente de los dominios, importante
cuando uno de los dominios de la proteina fusion debe formar interacciones. Sin embargo,
linkers muy flexibles pueden fallar a la hora de mantener una separacion entre los dominios
viéndose reflejado en niveles de expresion muy pobre (28). De cara a repetir el ensayo con el
objetivo de crear un constructo que conservara la doble funcion de Wnt 'y de GFP
probariamos utilizando un linker con distintas propiedades que si permita el plegamiento
correcto de ambos dominios, como por ejemplo el linker GS, que también tiene propiedades

flexibles pero es méas corto y puede entonces no interferir con el plegamiento del GFP.
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Materiales y Métodos

1. Generacion de una linea mutante para el gen »x3 de zebrafish empleando tecnologias
CRISPR-Cas9

Para la generacion de la linea mutante rx3 usando CRISPR-Cas9, utilizamos sgRNA con
diana en rx3 que fueron disefiados utilizando la herramienta online CRISPscan

(https://www.crisprscan.org/) (29) estos fueron después sintetizados siguiendo el protocolo

descrito (30). Se inyectaron los sgRNA junto con la nucleasa Cas9 a una concentracion de 80
ng/uL y 300 ng/puL respectivamente en el yolk del embrion del zebrafish en el estadio de una
célula, inyectandose un total de 1 nL de la solucién final con dichas concentraciones en cada

embrion.

Para ello utilizamos un inyector previamente calibrado y agujas elaboradas con un
micropipette puller colocando los huevos previamente sobre una placa con agarosa 1,2% en
E3 preparada con un molde para generar railes en esta y poder inmovilizar los huevos
fecundados en la placa para la inyeccion. Para esto primero cortamos la aguja para ajustar el
grosor de la punta de esta, cargamos la aguja con aproximadamente 2 pL de la solucion que
procederemos a inyectar y la colocamos en el inyector. A continuacion, calibramos el inyector
para asegurarnos de inyectar la cantidad de 1 nL por inyeccion, pasamos los huevos
fecundados a la placa de Petri con agarosa preparada con el molde y podemos proceder a la

inyeccidn de estos.

A continuacion, se incubaron los embriones 24 h a 28 °C, se analizaron entonces y se hizo
cuenta de la estadistica, hizo un seguimiento de las distintas poblaciones por fenotipo a las 48
y 72 horas. A las 72 h se fotografiaron los embriones con una lupa durmiendo los peces con
un par de gotas de tricaina 3% en la placa de Petri e introduciéndolos después en una solucion
de metilcisteina 3% para poder colocarlos correctamente y hacer la foto.

2. Sobreexpresion de Wnt2 y Wnt8b

« Retransformacion de bacterias competentes (ampliacion del plasmido):
Incubamos en un tubo eppendorf 50 puL de solucion de bacterias competentes con 1 uL del
plasmido pCS2+ Wnt2 // Wnt8b (250 ng/uL). Para dar la transformacion las bacterias se
expusieron entonces a un chogue térmico, 30’ en hielo y 1’ a 42 °C. Posteriormente las

bacterias se incubaron l1h a 37 °C en 250 pL de medio rico para que estas expresaran el gen de
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resistencia a ampicilina en el plasmido. Pasada esta hora sembramos 30 pL en placas de
agar+ampicilina e incubamos 24h a 37 °C.

Pasadas las 24 h seleccionamos una colonia de la placa, la picamos e incubamos en medio
liquido + ampicilina (100 pL/mL) 24h a 37 °C.

« Extraccion y preparacion de Miniprep
Para la extraccion del plasmido utilizamos el GeneElute ™ Plasmid Miniprep kit de Sigma-
Aldrich siguiendo su protocolo:
1. Precipitar de la muestra y resuspension del pellet en 200 pL de Resuspension Solution
del kit, afiadir 200 pL de Lysis Solution e incubar la reaccion de lisis 5°.
2. Afadir 350 uL de Neutralizing Solution y precipitar el pellet centrifugando a maxima
velocidad durante 10°.
3. Preparar la columna del kit con 500 pL de Column Preparation Solution, centrifugar
1’ a 12000x g.
4. Transferir el sobrenadante del lisado a la columna y dar un spin 30’ a 12000x g y
descartar el eluyente.
5. Lavar la columna con 750 uL. de Wash Solution, 30°* 12000x g. Secar la columna
repitiendo la centrifugacion 1’ a 12000x g esta vez sin afiadir solucion.
6. Afadir 50 pL de Elution Solution y centrifugar 1’ a 12000x g para obtener la
Miniprep.

Medimos la concentracion de la miniprep utilizando un espectrofotémetro Nanodrop

asegurandonos que del valor 260/280 se encontrara alrededor de 2 (por encima de 1,85).

Para la comprobacion de que el plasmido contenia nuestra secuencia de wnt2 y wnt8b
realizamos una PCR de comprobacion. Para esto utilizamos el kit iProof ™ High Fidelity DNA

Polymerase.

PCR mix: 1 pL de Miniprep, 10 pL de 5x iProof ™ Buffer, 2,5 uL de Fw primer (10 mM), 2,5
pL de Rv primer (10 mM), 1 puL de solucion de dNTPs (10 mM), 1 uL. de DMSO, 0,5 pL de
Polimerasa iProof, 31,5 uL. de H2O.

En la PCR de Wnt8b y Wnt2 utilizamos los primers Fw Wnt8b y Rv Wnt8b, y Fw Wnt2 y Rv
Wnt2 respectivamente. Llevamos a cabo la reaccién de PCR en un termociclador siguiendo el
programa propio de la enzima.

Ademas, llevamos a cabo una digestion con enzimas de restriccion para mayor comprobacion.
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Restriction digest mix: 4 uL. de Miniprep, 2 uL de Buffer M, 1 pL de EcoRI, 1 pL de Xbal, 12
pL de H20.
Incubamos 1 h 30* a 37 °C.

Observamos el resultado de la PCR llevando a cabo una electroforesis con los productos de la

reaccion en gel de agarosa 1,2%.

e Sintesis de mMRNA
Para la sintesis de mMRNA partimos del plasmido, este se encontrard inicialmente supercoiled
impidiendo el acceso de la polimerasa por lo que el protocolo comienza con una reaccion de

restriccion de este plasmido con la enzima Not1:

Restriction digest mix: 6 ug de plasmido (en nuestro caso 12,9 uL. de Miniprep), 2 uL de
BSA, 3 uL de solucion de Notl (concentracion), 5 ulL de Buffer H, 27,1 pL de H20 (hasta 50
pL).

Dejamos incubar la reaccion 1h 30” a 37 °C.

Una vez terminada la reaccion limpiamos la muestra de los restos de la reaccion utilizando el
kit Nucleospin R Gel and PCR Clean-up.

A continuacion procedemos a la reaccion de sintesis de mMRNA utilizando el MMESSAGE
MMACHINE ™ SP6 Kit.

Reaction mix: 10 uL de solucion 2x NTP/CAP, 2 uL de Buffer, 2 uLL de enzime mix, 1 pg de
DNA molde (hasta un maximo de 6 pL de solucion), H,O hasta llegar a 20 pL (si hiciera
falta).

Incubamos la reaccion 2h a 37 °C.

Una vez terminada afadimos 1 uL. de mix de TURBO DNase ¢ incubamos de nuevo esta

reaccion 15>

Precipitamos el mRNA afiadiendo 30 pL de LiCl Precipitation Solution e incubando 1h a -20
°C. A continuacion, centrifugamos 15’ a maxima velocidad, cuidadosamente quitamos el
sobrenadante y lavamos el pellet con 1 mL de etanol 70% y volvemos a centrifugar. Quitamos
el etanol y dejamos secar en la campana de extraccion. Una vez seco resuspendemos en 24 pL.

de H20 sigma. Volvemos entonces a medir la concentracion usando el nanodrop.
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e Inyeccion
Inyectamos un volumen de 1 nL en la célula de los embriones en el estadio de una célula, para
ello utilizamos las mismas herramientas y técnicas descritas en el apartado del ensayo de
transformacion con CRISPR-Cas9. Inyectamos el mRNA a 2 concentraciones distintas, 20

ng/uL y 15 ng/uL tanto para Wnt2 como Wnt8b.

Mix de inyeccion: 0,2 puL//0,15 uL. de mRNA (500 ng/uL), 0,4 uL de Fenol Red, 4,4 uL de
H-0.
Incubamos a 28 °C.

o Fijacion de los embriones
Tras 24h de incubacion a 28 °C clasificamos los embriones segun su fenotipo y calculamos la
estadistica. A continuacion, para fijar los embriones primero los debemos decorionar, para
ello afiadimos pronasa en la placa donde estos se encuentran en E3 y removemos suavemente
durante 10’. Procedemos entonces a lavar los embriones de la pronasa y de los restos de
corion haciendo consecutivos lavados con E3. Una vez lavados se introducen en un tubo
eppendorf con 1 mL de formaldehido 4% en PBS 1x para fijarlos.
Antes de fijarlos realizamos las fotos siguiendo el mismo protocolo explicado anteriormente.

o Hibridacion in situ
Llevamos a cabo una hibridacién in situ para el marcaje de los grupos celulares que
conforman la retina neural (NR) y el epitelio pigmentario de la retina (RPE) usando dos

sondas: vsx FITC y tfec DIG respectivamente. Para ello seguimos el siguiente protocolo:

Dia 1: Hibridacion.

* Rehidratar las muestras fijadas: 5' RT con agitacion en 1 mL de MetOH al 66 % en PBSTw
al 0,1 % y 5' RT con agitacion en 33 % de MetOH en PBST al 0,1 %.

 Lavar 3x 10' RT agitando en 1 mL PBSTw 0.1%

* Para embriones mayores de 24 hpf, se necesita tratamiento con proteinasa K. 10' (24 hpf)
con 1 mL de solucién de proteinasa K (10 microg/mL de proteinasa K) a 37°C.

* Lavar 3x 10' RT agitando en 1 mL de PBSTw

* Post-fijacion: 30' RT agitando en 500 pL de solucioén de formaldehido al 4% recién
preparada en PBS.

 Lavar 4x 10' RT agitando en 1 mL PBSTw 0,1%.
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* Prehibridacion: 1-2 ha 70 °C en 250 L de solucion de prehibridacion (50% formamida
desionizada, 5X SSC, 0,5 mg/mL ARN de levadura torula, 0,05 mg/mL Heparina, 0,1%
Tween20, en H20 libre de nucleasas)

* Hibridacion con ribosonda (RB): 16 h a 70 °C con sondas diluidas en 100 puL

Solucion de hibridacion (Solucién de prehibridacion + 5% de sulfato de dextrano (DS)).
* Desnaturalizar RB a 80 °C por 10'.

* Deberia ser adecuada una concentracion final de RB de 3-4 ng/uL para FISH.

Dia 2: Incubacion de anticuerpos (Ab).

* Lavar la solucion RB: 5' 70 °C en 1 mL Soluciéon Posthibridacion 100% (50% Formamida,
5X SSC, 0.1% Tween20), 10' 70 °C en 1 mL Solucién Posthyb 66% en SSC 2X y 10' 70 °C en
1 ml de solucion de Posthyb al 33 % en SSC 2X.

*3x 1570 °C en 1 mL SSC 2X.

+2x 15" 70 °C en 1 mL SSC 0.2X.

* Transferencia a PBSTw: 5' RT en 1 mL 66% SSC 0.2X en PBSTw 0.1% y 5' RT en 1 mL
33% SSC 0.2X en PBSTw 0.1%.

*4x 10'RT en 1 ml de PBSTw al 0,1 %.

* Bloqueo: 1-2 ha TA en 250 puL de solucion de bloqueo (2 % de NGS, 2 mg:mL de BSA en
PBSTw al 0,1 % para ISH y 2 % de reactivo de bloqueo en MABTw 1X para FISH)

* Incubacion Ab: Agitacion O/N a 4 °C en 200 pL de Solucion de Anticuerpos (1/100 de anti-
DIG-AP).

Dia 3 para FISH: reaccién NBT:BCIP.

* Lavar 6x 15' RT en agitacion con 1 mL de PBSTw 0,1 %.

* Lavar 2x 5' RT en 500 pL de solucion de tincion (borate buffer 100 mM, Tween al 0,1 %).
* Revelar con 100 puL de solucion NBT:BCIP durante 1 h a temperatura ambiente. Sin
movimiento.

* A partir de ahora, las muestras se mantienen en oscuridad.

* Lavar 6x 10' RT en agitacion con 1 mL de PBSTw 0,1 %.

« 1° Enfriamiento: Incubar durante 20" a temperatura ambiente en 1 mL de H20; al 3 %. Sin
movimiento.

* Lavar 3x 15' RT en agitacion con 1 mL de PBST al 0,1 %.

* 2° Enfriamiento: Lavar brevemente con 1 mL de solucién de glicina 0,1 My luego incubar

durante 20" a temperatura ambiente en 1 mL de solucion de glicina 0,1 M. Sin movimiento.
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* Lavar 3x 15' RT en agitacion con 1 mL de PBST al 0,1 %.

* Bloqueo: 1 h RT en 250 pL de Solucion de Bloqueo.

* Incubacion del 2° Ab: En agitacion O/N a 4°C en 120 pL de Solucion de 2° Anticuerpo
(1/100 anti-FITC-AP).

Dia 4: segunda reaccion NBT:BCIP

* Lavar 6x 20' RT agitando con 1 mL de PBSTw 0,1 %.

* Lavar 2x 5' RT en 500 pL de solucion de tincion (borate buffer 100 mM, Tween al 0,1 %).
* Revelar con 100 puL de solucion NBT:BCIP durante 1 h a temperatura ambiente en la
oscuridad. Sin movimiento.

* Lavar 4x 10' RT en agitacion con 1 mL de PBSTw 0,1 %.

* Lavar O/N a 4°C en agitacion con 1 mL de PBSTw 0,1 % (con 1:5000 DAPI).

SOLUCIONES

e Proteinasa K: 10 pL de stock de proteinasa K de 10 mg/mL hasta 10 mL de PBST al
0,1 %.

e Solucion de prehibridacion: 25 mL de formamida desionizada, 12,5 mL de SSC 20X,
25 mg de ARN de levadura, 0,05 mL de stock de heparina de 50 mg/mL, 0,25 mL de
Tween20 al 20 % hasta 50 mL de mqH-O.

o Solucion de hibridacion: 2,5 gr de stock de Sulfato de Dextrano hasta 50 mL de
Solucién de prehibridacion. Disolver a 70 °C.

e Solucion posthibridacién: 25 mL formamida, 12,5 mL SC 20X, 0,25 mL Tween20
20% hasta 50 mL de mqH20.

o Solucion de Bloqueo: Para FISH: 10 mL MAB5X, 0,25 mL Tween20 20%, 1 gr
Reactivo de Blogueo ROCHE hasta 50 mL de mgH20.

o Seroalbumina (BSA) hasta 40 mL de PBTw 0,1%. Para FISH: 10 mL MAB5X, 0,25
mL Tween20 20%, 1 g Reactivo de Bloqueo ROCHE hasta 50 mL H20 mg.

e Solucion de Anticuerpos: 1/150 de anti-DIG-AP en Solucion de Bloqueo para FISH.

e Solucioén de tincion FISH: 50 pL de borate buffer 200 mM pH 8,5, 0,5 mL de
Tween20 al 20 % hasta 100 mL de mgH20.

e Tampon de amplificacion: 1 mL de DS al 2 % en solucion de tincion FISH, 10 pL de
H202 al 0,3 % y 5 uL de 4-yodofenol a 100 mg/mL.
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o H202 al 3%: 1 mL de solucion madre de H202 al 30 % en 10 mL de PBSTw al 0,1
%.

e Solucion de Glicina 0,1 M: 1,5 gr de Glicina hasta 200 mL de mqH20. Lleve a pH 2,2
agregando gradualmente 1 mL de HCI 37%.

e 2°Solucidn de Anticuerpos: 1/150 de anti-DNP o anti-FITC-AP en Solucion de
Bloqueo para FISH.

e Solucion NBT:BCIP: 5 mL buffer de fosfatasa alcalina (100 mM Tris-HCI [pH 9.0],
150 mM NaCl, 1 mM MgCly), 33 uL NBT (50mg/mL) en dimetilformaldehido 100%
y 16.5 pL BCIP (50mg/mL) en dimetilformaldehido 75%

3. Creacion de constructo Wnt8b-GFP

o Elaboracion de los fragmentos Wnt2-linker, Wnt8b-linker y GFP-linkers
Comenzamos con la elaboracion de las secuencias Wnt2-linker, Wnt8b-linker y GFP-linkers.
Para ello realizamos ensayos de PCR utilizando primers con la secuencia linker. Para
asegurarnos del éxito del ensayo Ilevamos a cabo dos protocolos de PCR con enzimas

distintas, iProof y Advantage R 2 Polymerase.

PCR mix iProof: 1 uL de Miniprep/Plasmido (200 ng/uL), 10 pL de 5x iProof ™ Buffer, 2,5
pL de Fw primer (10 mM), 2,5 pLL de Rv primer (10 mM), 1 pL de soluciéon de dNTPs (10
mM), 2 uL de DMSO, 0,5 uL de Polimerasa iProof, 30,5 uL. de H2O.

PCR mix Advantage Polymerase: 1 pL de Miniprep/Plasmido (200 ng/uL), 5 uLL de 10X
Advantage® 2 SA PCR Buffer, 1 uL de Fw primer (10 mM), 1 pL de Rv primer (10 mM), 1
uL de solucion de dNTPs (10 mM), 1 uL. de Advantage 2 Polymerase Mix , 40 uL. de H>0.

Los primers usados fueron:

Fragmento Fw Primer Rv Primer
Wnt2-linker wnt2 Fw Wnt2 linker R long
Wnt8b-linker Wnt8b Fw Wnt8b linker R long
GFP-linker Wnt2 linker Wnt2 GFP F long GFP Rv

GFP-linker Wnt8b linker Wnt8b GFP F long GFP Rv
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e Annealing PCR
Para la union de los fragmentos previamente sintetizados mediante la PCR y la formacion del
constructo llevamos a cabo una Annealing PCR. De nuevo realizamos dos protocolos de PCR,

iProof y Advantage ® 2 Polymerase.

PCR mix iProof: 10 pL de Miniprep 1 (Wnt8b-linker), 10 uL. de Miniprep 2 (GFP-linker
wnt8b), 10 uL de 5x iProof ™ Buffer, 5 pL de Fw primer (10 mM), 5 uL de Rv primer (10
mM), 2 uL de solucion de dNTPs (10 mM), 1 uLL de DMSO, 1 uL de Polimerasa iProof, 16
pL de H20.

PCR mix Advantage Polymerase: 10 puL de Miniprep 1 (Wnt8b-linker), 10 uLL de Miniprep 2
(GFP-linker wnt8b), 5 uL de 10X Advantage® 2 SA PCR Buffer, 5 uL de Fw primer (10
mM), 5 uL de Rv primer (10 mM), 2 pL de solucion de dNTPs (10 mM), 1 puL de Advantage
2 Polymerase Mix , 1 pL de DMSO, 17 pL de H20.

Para realizar la annealing PCR primero introducimos la PCR mix en el termociclador sin
afiadir los primers y damos 10 ciclos de esta forma dejamos que durante estos 10 ciclos se
formen los constructos completos sintetizando el DNA a ambos extremos del linker
Ilenandose los huecos dejados cuando se da la unién de los dos fragmentos a través del linker.
Luego afladimos los primers y damos otros 35 ciclos mas para ahora si amplificar el
fragmento. El programa utilizado fue el propio de cada enzima modificando la T2 de

annealing a 68 °C y el tiempo de extension a 10°.

e Inclusion en el plasmido
Incluimos el constructo en un plasmido pCS2+ para poder replicarlo y amplificarlo. Para ello
Ilevamos a cabo primero una digestion del constructo y del plasmido para posteriormente

ligarlos en una reaccion permitiendo que el constructo se incluya dentro del plasmido.

Restriction digest mix de Wnt8b-GFP: 19 uL de constructo Wnt8b-GFP (53,3 ng/uL), 5 puL
del0x Buffer K, 2 pLL de mix de enzima BamH1, 2 uL de enzima Xhol, 22 uL de H20.

Restriction digest mix de pCS2+: 15 pL de plasmido pCS2+ (196,6 ng/uL), 5 uL. del0x
Buffer K, 4 pL de mix de enzima BamH]1, 4 pL. de enzima Xhol, 22 pL de H20.
Incubamos 1h 30° a 37 °C.

Para llevar a cabo la inclusion del constructo en el plasmido hacemos una reaccion con una

proporcion cantidad numérica de inserto:plasmido de 3:1.
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Ligation mix: 0,51 pL. de pldsmido, 2,47 pL de inserto, 2 uL. de 10x Buffer, 1 pL de ligasa T4,
14,02 pL de H20.

Dejamos actuar la reaccion a RT durante 2 h. Posteriormente inactivamos la enzima
incubando 10’ a 64 °C.

« Retransformacion de bacterias y amplificacion del plasmido
Para la retransformacion en bacterias llevamos a cabo el mismo protocolo seguido en la
retransformacion de estas con Wnt2 y Wnt8b con algunas diferencias. Para asegurarnos una
mayor efectividad de la transformacién afiadimos 10 uL. del plasmido a los 50 pL de bacterias
(en vez de 1 pL), ademas a la hora de sembrar las bacterias ya transformadas en placas
sembraremos 2 placas, una con 60 puL y otra con 240 pL (en vez de 30 puL). En este caso
utilizamos como solucion de plasmido la muestra resultado del proceso anterior de ligacion
del constructo al plasmido pCS2+. Generamos 8 cultivos a partir de 8 colonias
independientes.

o Extraccion y Miniprep
Llevamos a cabo la extraccion y purificacion del plasmido siguiendo el mismo protocolo
descrito para la sobreexpresion de Wnt2 y Wnt8b.

e PCR y digestion de comprobacién
Para comprobar cuéles de los plasmidos extraidos y purificados presentaban el constructo
Ilevamos a cabo una PCR y una digestién de comprobacion.

PCR mix: 1 uL de Miniprep, 10 pL de 5x iProof ™ Buffer, 2,5 uL de Wnt8b Fw Primer (10
mM), 2,5 pL. de GFP Rv Primer (10 mM), 1uL de solucion de dNTPs (10 mM), 1 pL de
DMSO, 0,5 uL de Polimerasa iProof, 31,5 uL. de H»O.

Llevamos a cabo la PCR en el termociclador.

Restriction digest mix: 4 uLL de Miniprep, 2 uLL de Buffer K, 1 uL. de BamH1, 1uL de Xhol,
12 uL de H20.
Incubamos 1 h 30” a 37 °C.

Observamos los resultados de la PCR y la digestion llevando a cabo una electroforesis con los
productos de la reaccion en gel de agarosa 1,2%.
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o Sintesis de mMRNA
Llevamos a cabo la sintesis de mRNA siguiendo el mismo protocolo descrito para sintesis de
MRNA de wnt2 y wnt8b. Este se hizo inicialmente con la Miniprep 3 y posteriormente ante la

sospecha de un fallo en este paso se repitié utilizando la Miniprep 4.

e Inyeccion
Inyectamos un volumen de 1 nL en la célula de los embriones en el estadio de una célula,
siguiendo el mismo protocolo previamente descrito.

Realizamos dos ensayos de inyeccion a distintas concentraciones, 20 y 80 ng/uL.

Mix de inyeccion 1 (20 ng/uL): 0,5 L. de mRNA (Miniprep 3) (200 ng/uL), 0,4 uL de Fenol
Red, 4,4 pL de H20.

Mix de inyeccion 2 (80 ng/uL): 0,8 uL. de mRNA (Miniprep 4) (500 ng/uL), 0,4 uLL de Fenol
Red, 4,4 pL de H2O.

Incubamos a 24 h a 28 °C y observamos los resultados, esta vez en una lupa con emisién

excitadora para capturar fluorescencia.
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