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Resumen y topicos de |la presentacion

Morfogénesis

 Perspectiva histdrica: Ontogenia y filogenia.
* Influencia de factores celulares, quimicos y biofisicos.

 (Gastrulacion.

Migracion célular

« Conceptos generales.

 Peces anuales como modelo de migracion celular.



Ontogenia vy filogenia en la forma embrionaria

Ontogenia

Filogenia



Ontogenia vy filogenia en la forma embrionaria

Ontogenia

Filogenia
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® Establece la premisa que el crecimiento y la forma se
encuentran acopladas, de manera que no es posible
explicar una en ausencia de la otra.

e La presentacion tiene un fuerte componente matemdtico/

fisico.

® En su ultimo capitulo establece la
validez vy aplicabilidad de estos
conceptos durante la evolucion.

® Las mallas o grillas corresponderian
a regiones con tasas diferenciales de
crecimiento o fuerzas fisicas.



®  Factores que influyen en la generacion/mantencion de forma 45

Celulares

1924

Hans Spemann  Hilde Mangold
(1869-1941) (1898-1924)
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Celulares &

Donor
A} gastrula

Donor
dorsal

blastopore <
Primary dorsal

blastopore

Neurula

) induccd\
1924 A\ by donor
Hans Spemann  Hilde Mangold ik i .
(1869-1941) (1898-1924) BOLTERSI: T
1? gastrulation / ‘Host i
INDUCCION
Proceso por el cual una célula o grupo de células * [ntroduce el concepto de la Induccion.

es capaz de determinar el destino de otras células.
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Moleculares

1952 1969

Alan Turing Lewis Wolpert
(1912-1954) (1929- )
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Moleculares
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The French flag model Moleculares

- B

Blue Threshold L

Morphogen Source Morphogen Sink

\ 1969
White Threshold Lewis Wolpert
B (1929- )
Sl gradient * Informacion posicional
Informacion posicional y morfégenos.
Las celulas responden de manera diferencial ® Moléculas difusibles llamadas
dependiendo de la concentracion de morfégeno Morfogenos.

secretado.
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Moleculares: adhesion celular
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Moleculares: adhesion celular

Presumptive
epidermal cells

Spontanco.us SRR
PRy reaggregation RSN

< e ot S gt e e e
Dissociation  gbf SRR s3
e Y O/

Qutside
Neural cells

Epidermal cells — 4 5.,,""?'533;3% 1 9 5 5
i Townes and Holtfreter (1955)

Neural plate
cells

Cross section

o Afinidad selectiva de célul
Hipotesis de afinidad selectiva. i 2

“The tissue segregation becomes complete because of e Dyrante Ia reagregacion  se
the emergence of a selectivity of cell adhesion: producen movimientos celulares
homologous cells when they meet remain permanently que recapitulan los embrionarios
united to form functional tissues, whereas a cleft

develops between certain non-homologous tissues”. , ,
Townes PL, Holtfreter ].1955 embrionaria.

» Conservacion de la topologia
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Moleculares: adhesion celular
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E-Cadherin

g oot Moleculares: adhesion celular

2 Intercellular Space %

Union homofilica

S Adherens junction r

COCCOs
‘ 9 m 8 g’ j
E-Cadherin
Transmembrane Extracellular _._'5

2 Domain Domain ,t?

Cell
Membrane
Actin

. 6 Foty and Steinberg, 2004 1969
§ Union heterofilica Malcolm
~

S 4 Steinberg
T (1962)
wn
= m N-Cad

8o 2

N A P-Cad
::bg E-Cad

50 150 250

Cadherins/ cell (thousands) Duguay, et al. 2003
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Biofisicos Celulares Moleculares

>
1917 1924 1969 1955 1969
D'Arcy Wentworth Hans Spemann  Hilde Mangold Lewis Wolpert Townes and Malcolm
Thompson (1869-1941) (1898-1924) (1929- ) Holtfreter Steinberg
(1860-1948) (1955) (1962)

INTEGRACION DE FACTORES — GASTRULACION




Gastrulacion: reorganizacion del plan corporal

Lewis Wolpert

“El evento mds importante de nuestras vidas, no es
el nacimiento, el matrimonio ni la muerte sino la
gastrulacion”.




Gastrulacion: reorganizacion del plan corporal

Definicion cldsica

“Proceso morfogenético por el cual se establecen las capas germinales
correspondientes a Ectodermo, Mesodermo y Endodermo”.

Definicion moderna

“Periodo del desarrollo embrionario caracterizado por procesos
celulares inductivos y movimientos celulares morfogenéticos, los
cuales dan origen a las capas germinativas transformando un
embrion bilaminar (bldstula) en uno trilaminar alargado donde los
ejes principales estdan claramente definidos.



Gastrulacion:

Induccidn de destino celular

Quail embryo Chick embryo

Esta regibn con capacidad inductora se observa en
embriones de todas las especies de vertebrados estudiadas



Gastrulacion:

Induccion de destino celular

Proceso mediante el cual un grupo celular influencia el
destino celular de otro
— base del desarrollo condicional —

Inductor
(Tejido — molécula)

¢ -H

Requisito esencial: El tejido a inducir debe ser competente.

Tejido a Inducir Tejido Inducido




Gastrulacion:

Desplazamiento coordinado de grupos celulares que generan un
cambio de “forma” en el embridn

- este cambio puede ser global o restringido a un tejido -

Gastrulacion en el erizo de mar

Ectodermo Mesodermo mouth ectoderm

primary mesenchyme



Gastrulacion:

Desplazamiento coordinado de grupos celulares que generan un
cambio de “forma” en el embrion

- este cambio puede ser global o restringido a un tejido -




Gastrulacion:

Desplazamiento coordinado de grupos celulares que

generan un cambio de “forma” en el embrion

- este cambio puede ser global o restringido a un tejido -

Epibolia

nvolucion/Ingresion

Convergencia

extension

Blastoderm sits on yolk

Spreading of blastoderm by epiboly

Gastrulation begins with involution

Convergence and extension

Animal pole
;s enveloping
layer

yolk syncytial layer

yolk

Vegetal pole

= Epiboly

-

Ventral Dorsal

=P |nvolution

=P> (onvergence and extension




Resumen y topicos de |la presentacion

Migracion célular

« Conceptos generales.

 Peces anuales como modelo de migracion celular.



Migracion celular: Conceptos generales

Movimiento celular in vitro: conducta de “gateo”

actin cortex lamellipodium Substratum

Lo~

actin polymerization at
plus end protrudes
lamellipodium

m=) PROTRUSION

cortex under tension

movement of unpolymerized actin

myosin Il
ATTACHMENT AND

contraction TRACTION

- (

focal contacts
(contain integrins)

C @O



Migracion celular: Conceptos generales

Migracion de celulas individuales in vitro




Migracion celular: Conceptos generales

Procesos celulares asociados al movimiento celular

*aplanados” “gordos” “finos” “burbujas”




Migracion celular: Conceptos generales

Las ceélulas también se pueden mover formando grupos con:

Distinta contribucion de las células Distinta compactacion

PASIVO ACTIVO ACTIVO

MOVIMIENTO POR FIJACION A MOVIMIENTO GUIADO MOVIMIENTO COORDINADO DE
SUSTRATO EN MOVIMIENTO POR CELULAS BORDE POBLACIONES CELULARES

Modelo In vitro

“‘wound healing”




Migracion celular: Conceptos generales

Los sustratos de migracion celular son:

Matriz extracelular Otras células
* Mezcla de proteinas (colageno, fibronectina), aguay

Ceélulas germinales

polisacaridos.

 Interaccion célula-matriz (integrinas-fibronectinas)

=

extracellular matrix protein

Fibronectina
Actina

2
41
4187

» \ |
Cadheripna - Actina.|

Reig, et al. 2014
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., COMo estos factores se Inter—relacionan para la
generacion/mantencion de la forma embrionaria?

Celulares

Biofisicos Moleculares

Visibn Evo—Devo
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Peces anuales como modelo de migracion celular.
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® Peces telebsteos: modelo de estudio de la forma embrionaria 9

¢ En la actualidad existen alrededor de 27000 especies, lo cual corresponde a casi la mitad de
los todos los vertebrados.

¢ Los ejemplares mas antiguos se corresponden al periodo triasico tardio.

e Extraordinaria variabilidad de habitats, estilos de vida y tipo de desarrollo embrionario.

IIIIIIIl L ||I I |-ql_ll—l'ﬂ_\ o

Perciformes Cyprinodontiformes Belonlformes Cyprlnlformes

B. splendens P scalare F. gardneri P reticulata  O. latipes E. bicolor D. rerio

Villalén et al. Plos One 2012






Desarrollo temprano en peces: conservacion morfoldgica.

Los dominios extraembrionarios correspondientes a la capa envolvente (EVL) y capa sincicial
vitelina (YSL) contactan a las células embrionarias (DCL)

embrionario ]7 extraembrionario —’
DCL YSL EVL
obRED. D ~ - Sy
;&.’PF‘ ERGL/S . > P -~
6‘3’30'“:‘2‘§:€i§g=z?~ -« Mg N
QgD ncoriood aesJan / L R \
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Vitelo
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Blastodermo profundo Capa sincicial vitelina Capa envolvente
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Perciformes Cyprinodontiformes Belonlformes Cyprlnlformes

B. splendens P scalare F.gardner : p reficulata  O. latipes E. bicolor D. rerio

Austrolebias nigripinnis
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® Peces teleosteos anuales como modelo de estudio de epibolia 9

En los peces anuales la epibolia esta separada de la gastrulacion

pez cebra
Desarrollo exo-utero
Embriones transparentes
Gendmica
pez anual

4 Epibolia separada de la

\\\\\

d gastrulacion

EPIBOLIA DISPERSION GASTRULACION
Baja densidad celular

100 pixels




Analisis de la epibolia en peces teledsteos anuales

Disefio Experimental - desde la adquisicion de imagenes hasta el analisis matematico de
la conducta celular.

Image acquisition

z-stacks l
time (hpf) :
— | — i
1 I — ——

Correccion del movimiento y rotacion

Semi-automated image segmentation and tracking
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Andlisis de la posicién, forma y organizacion

LifeACT-GFP (or GAP43-EGFP)



Analisis de la epibolia en peces teledsteos anuales

Epibolia del Epitelio - Expansion tisular sin division celular.

PASIVO

LifeACT-GFP (or GAP43-EGFP)

4 _

= 3 _
.. ... |® Nohay cambio del numero de células. =,
Epibolia , , . 3
del e No se visualiza actividad de membrana @ 1
e @
e en el borde del blastodermo. g %5 o o
Epitelio » _ n——— 0 | | |
e La traccion la ejerce la capa sincicial. 48 54 60 66 72

Time (hpf)




Analisis de la epibolia en peces teledsteos anuales

Epibolia del mesénquima - Movimiento celular autonomo.

= N
o O
S O
I I

120 —

Mean neighbour
distance (um)

80
48 54 60 66 72
Time (hpf)

0.08
0.06

0.04

Probability

0.02

O 20 40 60 80 100 120
Distance (um)

Reig, et al. Nature Communication 2017.

A7 e Se dispersan a lo largo del epitelio.
Epibolia ,
del e Permanecen mas tiempo en los bordes
y . de EVL.
Mesenquima .
e Es arrastrado por el epitelio.




Analisis de la epibolia en peces teledsteos anuales

Epibolia del blastodermo - contactos entre epitelio y mesénquima.

—~ 10 — - 200
| e / }gz £ 150
S~ -t 6_ o =1
48h 60h o A Q o 100-—
—_ ] (O]
£ A o g
S 2 DCL covered area % 50
= a
0 i I 0 | | | |
48 54 60 66 72 24 48 60 72 96
Time (h
(hp) Time (hpf)
72h o 96h Reig, et al. Nature Communication 2017.

e Existe un acoplamiento entre las epibolias del

Epibolia e ) ,
del epitelio y el mesénquima
e El mesénquima se mueve entre EVL vy la capa
Blastodermo a y P

sincicial.




El blastodermo protundo interacciona con la EVL.

E-cadherina se requiere para establecer contacto entre el epitelio y el mesénquima.

Silvestre

Morfolino anti e-cadherina

Extracellular domain

CECTPEECDHECIDEECHEEC

—Cytoplasmic domain—

ATT GTT GAC GTAAGAACTTGAAAATGATG................AG AAC TTG AAG

Dominante negativo de
E-Cadherina

90000 E&»
OO «€&»

mWT

M e-cad-MO

M dn E-Cad

DCL-EVL
contact surface (%)

= N W A~ O
O O © © o o
| | | | | |

(0)
*

dn E-Cad
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9 [Los bordes de EVL funcionan como atractores de corto alcance/fiL‘g;,»\

Las células del blastodermo profundo pueden “sentir” y direcciones sus movimientos hacia el
borde de la EVL

LifeACT-GFP
Directionality
0 02 04 06 08 1
= 115 {
E ™
0= 95
%g o 4
(U'Q
©g 30
oe° . e S
_ A 0.3 0.4 0.5 0.¢ I | I !
q 623% 41(94% 40 45 50 55 60
Belaaty durfdoei()o)  Spl@ed padlinsipms)

LifeACT-GFP



dLos bordes de EVL tienen distintas propiedades ﬁsico—mecénicaé%%%g

Los bordes de la EVL presentan mayor tension cortical y menor deformabilidad que las
regiones mas centrales de la EVL.

anti-fosfomiosina Il Faloidina

Yolk cell a
W

Actina Miosina lI-P Deformacion

tension cortical = deformabilidad



El blastodermo profundo y la tension cortical de la EVL <1~

Cambios locales en la tension de la EVL son transmitidos al blastodermo profundo lo cual
provoca cambios en la conducta celular

DENSIDAD CELULAR DISTRIBUCION ESPACIAL
0,04
:z': £ 0,03
=
E _ T 0,02
S 5 . o
= o °7 . a 0,01 ‘
= ' 0 |ﬂ’—|‘ |
§ 0 20 40 60 80 100 120
g Distance (um)
=
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D
:Z:: : o 0,04
E = O >
= | L8 £ 0,03
E ® " o)
= g 002
T T 001
[ =0T l Control o ® N
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", L]
=N eeane B RhoA R S N R B
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» ' o MYPT1 :
: S Distance (um)

Lifeact-GFP
Célula inyectada



Conclusiones

1. Acoplamiento de expansion 2. Interaccion fisica depende 3. Aspectos mecanicos del

Total area (um?)

-
o o

o N B~ OO

entre DC-EVL de E-Cadherina

sustrato favorecen la segregacion
hacia los bordes

ﬂ
2 e
5 " & e
x10 " Lol . . \ ) - v ‘\ e W
1 ' o o [RATNC HE RN W Yolk cell
7| - C iho . .. e Y | |
/ ’_ i L i : : I’.. _.'l
1 P At 2 8
=l \O/ 3 '-(
_ DCL covered area P
. Border Not border

48

4 60 66 72 WT dn E-Cad
Time (hpf) m

Mecanismo en el cual existe una coordinacion entre la expansion de la EVL, con el subsecuente
cambio en las propiedades biofisicas del tejido, y la migracion del blastodermo profundo.

Biofisicos Celulares Moleculares




Innovaciones

Microscopia confocal convencional

Visible

:@

No
visible

Microscopia e Sélo es visible
Confocal una “cara”
Convencional del embridn

- visualizando el lado oscuro de la luna.




Innovaciones

Microscopia de sabanas de luz - visualizando el lado oscuro de la luna.

Visible

T

Visible

Microscopia e Es posible
Sabanas visualizar el
De luz embrion completo




Innovaciones

Corte laser - medicion de tension cortical in vivo.

Corte Retraccion bordes Disipacion tension

19 > > O

Velocidad directamente Cambios en la
proporcional a la tension conducta celular?




5] Innovaciones

Corte laser - medicion de tension cortical in vivo.
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