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1. INTRODUCCIO GENERAL

L’evoluci6 dels ulls és una questié de debat des de “L’origen de les espécies” de
Darwin del 1859 on hi dedica un capitol sencer amb I'encapgalament “Dificultats de la
teoria”. Darwin considerava que un organ tant sofisticat com I'ull, capag¢ d’enfocar a
diferents distancies, regular la intensitat de llum que rep i d’ajustar les aberracions
cromatiques, no podria haver evolucionat per seleccié natural moltes vegades de
forma independent. Si bé, Darwin, no tenia dificultats per suposar I'evolucié dels ulls a
partir d’'un ull prototipic simple, format per una cél-lula fotoreceptora i una altra de
pigmentada i localitzat a sota d'una epidermis transparent (ull molt similar als
observats en alguns platihelmints), si que tenia dificultats alhora d’explicar la generaci6
d’aquest tipus d’estructures: Com es genera un ull que inicialment no hi veu?

En base a criteris morfologics i atenent als diferents models de desenvolupament
dels diversos tipus d’ulls que trobem en l'actualitat, els neodarwinistes van postular
que els ulls s’haurien originat, en el curs de I'evolucié, multiples vegades i que tindrien,
per tant, un origen polifiletic. Posteriorment, aquests diversos tipus d'ulls inicials
haurien evolucionat de manera independent en els diferents phyla animals. Tres dels
grans phyla que apareixen a partir del cambric; mol-luscs, artropodes i cordats, han
resolt de formes molt diferents el mecanisme de captaci6 de la llum i la seva
interpretacio en imatges.

Figura 1.1 Alguns exemples que mostren la gran varietat de tipus d’ulls que trobem en el regne animal.

Existeixen ulls sense pupil-les i fins i tot ulls sense lents (Nautilus) perd per definicié
tot ull requereix de cél-lules especialitzades en el mecanisme de fototransduccio. La
unitat basica d’aquest mecanisme és la cél-lula fotoreceptora, que conté a les seves
membranes un fotopigment sensible als fotons. El segon element fonamental de I'ull és
la cél-lula pigmentaria, que protegeix a la cél-lula fotoreceptora d’'un excés de llum i
permet, a la vegada, establir una direccionalitat de la radiacio6 de la llum.

S’han caracteritzat dos tipus de ceéllules fotoreceptores segons la seva
especialitzaci6 en acumular fotopigment a les seves membranes: les cél-lules
ciliades i les cél-lules amb microvilli (que s’agrupen formant els rabdomers). Tot i
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que el tipus ciliat s’associa als Deuterostoms i el tipus rabdomeéric als Protdstoms, hi
ha multiples excepcions i no es pot fer una correlacié dins els llinatges filogenétics. A
tall d’'exemple, dins els plathielmints trobem les planaries marines o Policlads on
algunes de les espécies amb desenvolupament indirecte, presenten ulls ciliats en la
fase larvaria i ulls rabdomerics en la fase adulta.

Ambdés tipus cel-lulars tenen perd en comu el proveir a la cél-lula fotoreceptora
d’'una gran superficie on acumular i exposar les molecules fototransductores o
fotopigments: les opsines.

Cada fotopigment esta constituit per un grup cromofor, el retinol, que s’encarrega de
I'absorcié de la llum i de l'opsina com a component proteic del pigment visual.
L'opsina és una proteina de la familia de receptors transmembrana associats a
proteines G.

L’acoblament de les cél-lules fotoreceptores amb les cél-lules pigmentaries ha donat
lloc a molts patrons diferents, entre els quals els més comuns soén (Figura 1.2):

- Ulls en camera; Les ceéllules fotoreceptores s’agrupen protegides per les
cél-lules pigmentaries en una cambra comuna. Caracteristics de vertebrats.

- Ulls compostos; La unitat basica s'anomena omatidi i esta format per un
nombre reduit d’ambdés tipus cel-lulars. L’agregacié de diversos omatidis
forma I'ull compost. Caracteristics de molts invertebrats.

—Comea
Crystalline
~LUonie cell

— Pigment cell

.
“Photoreceptor cells

Figura 1.2 Ull compost de Drosophila (a dalt, esquerra) que consta de 800 omatidis.
Cada omatidi (a dalt, dreta) consta d’'una cél-lula conica amb la funci6 de l'iris huma i
unes cél-lules pigmentaries externes que protegeixen d’'un excés de llum les cél-lules
fotoreceptores de l'interior. Ul en camera huma (a baix, esquerra), amb la cornia, l'iris
que protegeix de I'excés de llum, el cristal'li, encarregat d’enfocar les imatges, i la
retina amb els fotoreceptors. Modificat de Sald, 2004.

El mecanisme de fototransduccié del senyal lluminés és, també, diferent, i mentre
que en vertebrats utilitza el GMP ciclic com a segon missatger, en invertebrats utilitza




INTRODUCCIO

l'inositol trifosfat. Fins i tot la resposta fisiologica produida pel receptor és diferent, ja
que provoca una hiperpolaritzacié (tancament de canals de sodi) de la membrana de
les cel-lules ciliades dels vertebrats quan les cél-lules rabdomeriques dels invertebrats
es despolaritzen (obertura dels canals de sodi) en resposta a la llum.

En analitzar 'embriologia i el desenvolupament també veiem clares diferéncies entre
vertebrats i invertebrats, i fins i tot entre els dos tipus d’ull de camera. Mentre que els
ulls dels vertebrats tenen un origen nerviés i epidérmic amb les cél-lules fotoreceptores
invertides vers la direccié de la llum, els ulls de cefalopodes i atropodes tenen un
origen exclusivament epidérmic amb les cél-lules fotoreceptores evertides vers la llum
(Figura 1.3).

A B . o o= o
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Figura 1.3 Il-lustracié simplificada de quatres tipus d'ulls on es representen els diferents origens embriologics
(epidérmic i nerviés) i els dos tipus de cel-lules fotoreceptores (ciliats i rabdomeriques). Modificat de Nilsson 1996.

Independentment, la recerca en l'analisi genética del desenvolupament de I'ull a
Drosophila, vertebrats i altres organismes model ha donat una nova visi6 a la teoria
polifilética de I'origen dels ulls.

La conservacié6 molecular de la xarxa especifica del gen Pax6 indica el contrari, i ha
portat a pensar en un origen monofilétic dels diferents tipus d’ull originats a partir d'un
precursor simple i comu a tots els animals; el proto-ull (Figura 1.4).

Actualment, I'evolucié dels diferents tipus de cél-lules fotoreceptores s’esta dirigint a
I'analisi comparativa de les multiples combinatories dels codis moleculars implicats en
la seva morfogénesi. Per altra banda, I'estudi embriologic y genético-molecular
comparatiu de la formacidé de les estructures oculars ha mostrat I'existéncia d’'una
xarxa conservada inicial de la determinaci6 dels ulls. Aquesta nova aproximacié Evo-
Devo esta ajudant a descobrir I'evolucio de les cél-lules fotoreceptores i a la vegada
mostra que en la formacio6 dels ulls tot i iniciar-se des d’un ull prototipic, cada phyla ha
anat incorporant diferents elements en aquesta bastida molecular inicial, fet que ha
arribat, en alguns casos, a convergir en solucions similars com és el cas de I'ull en
camera de vertebrats i cefalopodes. Un altre exemple el trobem entre els ulls
compostos d’insectes i crustacis; I'ull compost del bivalb Arca esta format per una sola
cel-lula fotoreceptora per omatidi mentre que els insectes en presenten entre vuit i nou.
Finalment, un darrer exemple és la diversitat de molécules que componen el cristal-li
de les diferents lents. Tots aquest exemples il-lustren I'existéncia d’una gran diversitat
en I'evoluci6 de les diferents formes oculars actuals.
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Figura 1.4 Esquema de la hipotética evoluci6é de les cel-lules fotosensitives
que contenen la rodopsina com a receptor de la llum i que postula un origen
monofilétic dels diferents tipus d'ull. L'ull prototipic estaria format per una
cel-lula fotoreceptora i una cél-lula pigmentada acoblades sota el control de
Pax6. Tret de Gehring i Ikeo, 1999.

L'ull prototipic inicial proposat per Darwin estaria format per una cél-lula
fotoreceptora protegida per una altra cél-lula pigmentaria i es localitzaria proper a
I'epidermis transparent. Aquestes caracteristiques sén molt similars a les taques
oculars que presenten els platihelmints. En el segient treball s’estudiaran alguns dels
gens claus de la xarxa molecular implicada en la regeneracio dels ulls a plathielmints
(Girardia tigrina), s’analitzaran aquests nous gens i les seves relacions epistasiques
entre ells, i es fara un estudi comparatiu amb les xarxes géniques conegudes en altres
organismes model.
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2. LA PLANARIA COM A ORGANISME MODEL

2.1 INTRODUCCIO

Les planaries d’aigua dolga han estat des de fa anys un model experimental per a
'estudi dels processos de Desenvolupament i Regeneraci6. En la majoria
d’organismes el procés de formaci6 del patré que precedeix a la subdivisié primaria de
'organisme es dona una Unica vegada i en un periode de temps molt curt;
I'embriologia. A més, un gran problema és el grau d’accessibilitat de I'embrié que en
dificulta les manipulacions experimentals. A tall d’'exemple, tenim el desenvolupament
dels amniotes dins de l'uter de la mare, o dins d’'un ou amb les seves cobertes de
proteccid dures i toves. Les planaries tenen una gran capacitat de regeneracio i per
tant, petits fragments de planaria poden regenerar el patr6 basic corporal i donar lloc a
un organisme sencer. Aixi, la reorganitzaci6 del patr6 durant la regeneraciod seria
comparable als processos d’organitzacid del patré que es produeixen durant el
desenvolupament.

En aquests treball s’ha utilitzat una raga asexuada de I'espécie Girardia tigrina, que
tot i tenir origen america esta distribuida de forma ubiqua per Catalunya (Ribas, 90). El
mecanisme de reproduccié d’aquesta ragca en concret és la fissi6 transversal de
I'organisme que dona lloc a dos nous individus que restituiran cadascun les parts que
els manquen.

2.2 FILOGENIA | TAXONOMIA

Les planaries d’aigua dolca pertanyen al filum dels Platyhelmintes, actualment
considerat com un grup polifilétic dins del clade Lophotrocozoa (veure figura 2.1), i a la
classe Turbelaria per ser organismes de vida lliure. Finalment, s’agrupen dins de
I'ordre Seriata, al subordre Tricladida per la preséncia d’'un sistema intestinal dividit en
tres branques, i a I'Infraordre Paludicola, fent referéncia a I’habitat que solen ocupar.

Brachiopoda
Echiura

Rhabditophora-3
Rhabditophora-2
Rhabditophora-1
Rhabditophara-5
Rhabditophora-4

Figura 2.1 Arbre filogenétic dels
organismes Bilaterals utilitzant com a Nermatoctar-2
outgroup els cnidaris (Radiata)(C). Aquest
arbre esta construit a partir de I'estudi
molecular del DNA ribosomal 18S més la
cadena pesada de la miosina. A la base
dels Dbilaterals trobem els Nemerto-
dermatids (N) i Acels (A). Els organismes
bilaterals queden dividits en tres grups en
els que els Platyhelmintes s’agrupen dins
els Lophotrocozoa (L). La seva posicio
dintre d’aquest grup no esta encara ben
resolta. Tret de Ruiz-Trillo, 2002. —— S0changes

Chordata-2 D
|+ Chordata-5
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2.3 MORFOLOGIA | ANATOMIA

Els platihelmints s6n animals amb simetria bilateral, aplanats dorsoventralment i és
per aixd que s’anomenen cucs plans. Presenten un definit eix antero-posterior
polaritzat per un sistema nerviés organitzat amb estructures cefaliques a la part
anterior i dos cordons nerviosos ventrals connectats per comissures transversals. Els
cucs plans s6n cossos solids, és a dir, acelomats. Aixo és interpretat a vegades com a
un caracter primitiu. Alguns zoolegs ho interpreten, perd, com a un caracter secundari i
creuen que els platihelmints serien descendents d’animals que tenien celoma i I'han
perdut.

Els platihelmints es distingeixen de la resta d’organismes bilaterals més per tot el
que els manca que no pas per caracteristiques especials. Sén animals triblastics,
acelomats, no segmentats, amb un tub digestiu cec i no tenen ni sistema circulatori, ni
respiratori ni esquelétic. Aquestes mancances han portat a aquests cucs a una
resposta adaptativa; I'aplanament del cos per permetre la difusié de I'oxigen i I'extrema
ramificacio del sistema digestiu per tal que s’extengui per tot 'organisme.

AURICULES

“FARMNGE

Figura 2.2 Fotografia de Girardi tigrina on s’aprecien
els dos ulls dorsals i anteriors, les auricules i la
faringe.

Podem desglossar morfologicament i anatdmica als plathielmints en les segients
parts (Figura 2.3,A):

- La paret corporal: Esta constituida per una epidermis monoestratificada ciliada
ventralment, dins la que s’intercalen cel-lules rabditiques especialitzades en la secreci6
de moc, que l'animal utilitza per moure’s, protegir-se, adherir-se al substrat i per
capturar les preses. L’epidermis queda separada del sistema muscular subjacent per
una lamina basal formada per laminina, fibronectina i colagena. Aquesta lamina actua
com a punt d’ancoratge de les fibres musculars.

- Sistema muscular i locomotor: Sota la lamina basal hi ha fins a quatre capes
musculars. La més externa esta formada per fibres de musculatura circular i la més
interna per fibres longitudinals (respecte I'eix antero-posterior). Entre aquestes dues
capes perpendiculars hi ha dues capes de fibres musculars obligiies. A més, en el seu
interior presenta fibres musculars orientades en totes les direccions, la qual cosa li
permet una plasticitat excepcional.
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- L’aparell digestiu: Esta format per un intesti cec amb tres branques, una anterior i
dues posteriors, molt ramificades i connectades entre si. Les tres branques estan molt
diverticulades, fet que produeix anastomosi entre els diverticles contigus.

Aquest tracte cec s’obre a I'exterior per la faringe; organ evaginable, allotjat a la
cavitat faringia i especialitzat en la captura i prévia digestio de I'aliment.

L’epiteli gastrodermic esta format per fagocits i cel-lules glandulars secretores que
intervenen en la digestio intracel-lular i extracel-lular.

- El sistema excretor i osmoregulador: Es de tipus protonefridial i estd composat per
cél-lules flamigeres amb capacitat filtradora. Es troba distribuit al llarg de les dues
vores laterals de I'organisme.

- El sistema reproductor: Les planaries d’aigua dolga tenen modalitats de reproduccié
sexual, asexual i mixta. La reproduccié asexual es déna per fissi6 transversal i
posterior regeneracié de la part que els manca. El sistema reproductor esta format per
un parell d’'ovaris ventrals darrera els ganglis cefalics i nombrosos testicles situats
dorsolateralment (Rieger i col., 1991), (Figura 2.3,B).

- El parénquima: Omplint tots els espais entre la paret corporal i la gastodermis, i fent
de suport als organs interns, trobem una massa de teixit poc organitzat que
anomenem parénquima. El parénquima esta format per un sistema altament
interdigitat i complex de cél-lules creuat per feixos musculars. Hi trobem fins a set tipus
cel-lulars diferents: cél-lules parenquimatiques, secretores de tipus cianofil i acidofil,
rabditiques, pigmentaries, flamigeres i els neoblasts (céllules totipotents i amb
capacitat proliferativa).

FARINGE -

LLITI

= BOCA

Figura 2.3 A) Tall transversal d'un triclad d’aigua dolga. B) Tall longitudinal d’un triclad mari on observem les
estructures principals de I'organisme.
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- El Sistema Nerviés:

A nivell morfologic, el sistema nerviés de Girardia tigrina ha estat estudiat per
immunocitoquimica en crioseccions utilitzant dos marcadors: El neuropéptid F (NPF)
propi dels cucs plans i la serotonina (5-HT). Aquesta técnica ha permeés fer una
descripcié molt precisa del sistema nervios d'aquest organisme. | els resultats d'aquest
treball ens mostren que el sistema nerviés central té forma de ferradura.

El cervell esta compost per dos Iobuls laterals en posicié antero-dorsal (Figura 2.4),
connectats per tres comissures, una antero-dorsal davant els ulls i dues de ventrals
darrere els ulls. Del cervell en surten en direccié anterior i principalment dorsal, un
gran nombre de nervis sensorials que es projecten cap a les zones més anteriors de
I'animal i que anomenem branques cefaliques. El nombre de branques cefaliques varia
entre 8 i 9 segons 'espécie, i en el cas de G. tigrina se n’han descrit 8.

Figura 2.4 Hibridacio in situ whole-mount de D. japonica amb el marcador
neural sinaptotagmina. A) Vista general on detectem els dos ganglis
cefalics anteriors i els cordons nerviosos al llarg de tot I'organisme. B)
Amplificacié de la regi6 anterior on visualitzem les branques cefaliques i els
organs sensorials més distals (fletxes). C) Secci6 a nivell dels ulls: Les
fletxes marquen els ulls. D) Seccié de la regi6 posterior dels ganglis
cefalics. Esc. barres 0,5 mm. Tret de Tazaki i col, 1999.

La parella de cordons nerviosos principals s'extenen des dels Iobuls laterals del
cervell fins a la cua del cuc. Les seccions al criostat ens mostren com ambdés cordons
nerviosos presenten de forma iterativa acimuls de cél-lules nervioses en forma de
petits ganglis (Figura 2.5). D’aquests ganglis en surten les branques laterals que
connecten els dos cordons nerviosos principals amb el plexe submuscular i també les
comissures transversals que connecten els dos cordons centrals. A nivell dorsal no
s'observen cordons nerviosos.

Per altra banda, la faringe presenta el seu plexe nerviés faringic i intestinal
autonom. Aquest plexe, connectat directament amb el cervell, envia les seves fibres al
tub faringi on formen dos anells concéntrics, un d’intern i un d'extern a la paret del tub.
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Figura 2.5 Immunotinci6 contra el neuropéptid FMRFamida de G. tigrina. Es destaquen els
ganglis cefalics, els dos cordons nerviosos principals, els ganglis iteratius al llarg d’ambdés
cordons nerviosos, la connexié posterior dels cordons i fins i tot el plexe nerviés faringic al
centre de l'organisme. Tret de Marsal, 2005.

Finalment trobem els tres plexes periférics;

- linfraepitelial, per sota de les cél-lules epidérmiques que forma una xarxa
nerviosa difusa.

- el subepitelial, entre la musculatura i I'epidermis.

- | el submuscular, entre el plexe muscular.

Cal, també, parlar en aquest apartat dels organs sensorials que comprenen
quimioreceptors i mecanoreceptors escampats per tot el cos perd amb zones on
clarament es concentren. Es el cas dels receptors ciliats dels solcs auriculars, que
formen les auricules amb una funci6é quimiotactica.

Un udltim tipus de receptors sén els fotoreceptors, que seran ampliament descrits en
el seguent apartat.

2.4 ELS ULLS A PLATIHELMINTS

Es comuna, dins dels platihelmints, la capacitat de percebre variacions d’intensitat de
la llum gracies a la presencia de cél-lules fotosensibles. Evidéncies de la capacitat
fotoreceptiva d’aquests organismes son:

- el comportament fototactic.
- els canvis estructurals per adaptacié a la llum.
- les similituds amb els fotoreceptors d’altres invertebrats.

La maijoria dels ulls de platihelmints estan formats per d’'un a molts parells d’ocels
pigmentats en forma de copa, i clarament associats amb el cervell (ulls cerebrals). El
nombre i mida dels ulls és molt variable, fins i tot entre individus de la mateixa espécie.
També és variable el tipus d'ulls, i dins de platihelmints trobem ulls invertits perd també
en algun cas ulls evertits (Figura 2.6).
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Tots aquests ulls estan formats per dos tipus cel-lulars:

- El fotoreceptor: Una o poques cél-lules nervioses bipolars, que projecta/en les
seves dendrites dins una estructura en forma de copa.

- La cél-lula pigmentaria: Aquesta estructura en forma de copa esta constituida
per una o poques ceéllules normalment pigmentades que engloben les
dendrites dels fotoreceptors.

Les cél-lules fotoreceptores acostumen a tenir membranes del tipus rabdomeric tot i
que també en trobem del tipus ciliat.

LECITHOEPHITELIATA MACROSTOMIDA

s . L g
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RHABDOCOLEA POLICLADIDA TRICLADIDA PROLECITHOPHORA

Figura 2.6 Gran diversitat d’ulls a platihelmints on trobem ulls de tipus ciliat i de tipus rabdoméric.
Tret de Rieger i col., 1991.

En el cas dels Triclads trobem un anic parell d'ulls invertits, amb madltiples
fotoreceptors i amb membranes de tipus rabdomeric (microvillis). Aquests microvillis es
troben a les parts més distals de les dendrites, en forma de plomall. Els microvillis
estan empaquetats dins la copa i son rics en microfilaments. La part de la dendrita més
proxima als microvillis es caracteritza per ser rica en mitocondris, particules de
glicogen i a vegades microtubuls associats a vesicules pinocitiques. El nucli de les
cél-lules fotoreceptores sempre té una posicié externa a la copa. Les cel-lules que
formen la copa son ceél-lules que acostumen a contenir granuls de pigment i projecten
extensions cel-lulars per sobre de I'entrada de la copa. (Figura 2.7).

L’espai intern de la copa queda com una zona tancada per una capa epitelial més o
menys endrecada de cél-lules sensorials amb una cobertura de cél-lules pigmentades.
Aixi, aquests dos tipus cel-lulars formen una unitat funcional.
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F =

Figura 2.7 Estructura de I'ull de planaries. A) Vista dorsal
d’'una planaria G. tigrina amb les dues fletxes marcant els
dos ulls en posicié dorsal. B) Tall sagital que mostra la
copa de cellules pigmentades (pc), I'interior de la copa
amb els rabdomers (r) i a I'exterior els cossos de les
cél-lules fotoreceptores (phc). C) Esquema il-lustrat de la
figura B. Esc. barres 0.5mm a A i 0.05mm a C. Tret de
Gonzalez-Estévez i col., 2003.

Els ulls de les planaries estan connectats directament amb el cervell a través dels
axons que surten dels cossos neuronals de les cél-lules fotoreceptores. Aquests axons
sén els que formen les fibres dels nervis oOptics, que es projecten cap al cervell.
Algunes d’aquestes fibres formen un quiasma optic que permet que cada gangli cefalic
pugui integrar tant els senyals que arriben dels fotoreceptors localitzats a I'esquerra
com dels de la dreta (veure model de la figura 2.8).

O MA-VC1

FIGURA 2.8 Esquema de la xarxa de connexions entre els ulls i el cervell de planaries, sense tenir
en compte la ramificaci6 dels nervis oOptics. B; cervell. CB; cossos cel-lulars de les cél-lules
fotoreceptores. OC; quiasma optic. ON; nervi optic. P; copa de cél-lules pigmentades. R; rabdomers.
Modificat de Sakai i col., 2000.
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3. LA REGENERACIO A PLANARIES

Una singular i remarcable caracteristica de les planaries dins els metazous és la
gran plasticitat morfologica, que els permet poder modular en tot moment la seva mida
i patré d’organitzacié corporal. Mentre que la majoria d’organismes presenten formes
adultes fixes i determinades, les planaries d’aigua dolgca presenten dues propietats
molt caracteristiques: La regeneracié6 i la remodelacid6 continua del patr6 per
creixement i decreixement.

Figura 3.1 Esquema dels diferents tipus de regeneracié a planaries. 1)
posterior, 2) bidireccional, 3) anterior, 4) lateral i 5) intercalar. Tret de
Bayascas i col., 1997.

3.1 HISTORIA

L’habilitat de regeneraci6 de les planaries es coneix des de fa més de 200 anys. Fou
Peter Simon Pallas al 1766, el primer en descriure com una petita porcio
disseccionada d’un cap d’'una planaria era capag¢ de regenerar un organisme sencer.
Shaw i posteriorment Draparnauld van reconfirmar-ho pocs anys més tard en observar
la propietat de propagacié asexual per fissi6 que tenien aquests animals (veure
Brgndsted, 1969).

L’analisi experimental de la regeneraci6 de les planaries comenga, pero, la primera
meitat del segle XIX amb els treballs de Dalyell i Johnson. Aquests investigadors, per
estudiar el potencial regeneratiu d’aquests animals, van comengar a fer incisions tant
parcials com completes al llarg dels eixos longitudinal i transversal, i van arribar a la
conclusié que eren organismes amb una gran capacitat regenerativa. Aixo porta a la
necessitat de fer estudis descriptius d’aquests organismes a nivell morfologic, fisiologic
i fins i tot etologic. Fou el treball de Dugés al 1828 el que porta la nova sistematica de
les planaries fins al punt que personatges del segle XIX com M. Faraday, C. Darwin i
W.H. Harvey es van sentir atrets per aquests organismes i van treballar amb les
planaries tot i que majoritariament a nivell descriptiu.

Va ser a l'Ultima década del segle XIX, amb les noves teories vitalistes vers les
reduccionistes i amb I'emergéncia dels estudis embriologics, que cientifics com H.
Randolph, J. Loeb i H. Driesch van veure el procés de regeneraci6 com un procés

12



INTRODUCCIO

equiparable a I'embriogénesi. Aquest nou concepte fou el que va promoure a T.H.
Morgan i C.M. Child a estudiar el procés de regeneracié a principis del segle XX.

Els nombrosos treballs de Morgan, tant tedrics com practics, el portaren a classificar
els processos regeneratius en dos grups segons els nous conceptes de:

- Morfalaxi: Aixi és com T.H. Morgan ho va definir el 1898: “Thus the relative
proportions of the planaria are attained by a remodelling of the old tissue. |
would suggest that this process of transformation is called a process of
morfallaxis”. Actualment es defineix com el procés de remodelacié mitjangant
apoptosi i produccié de nous tipus cel-lulars per proliferaci6 que pateix un
fragment regenerant per adaptar-se a les noves proporcions de I'organisme. Un
exemple és la regeneracié de I'hidra (Cnidaris) on I'organisme amputat pateix
una remodelacié del teixit antic per canvis en el patr6 de determinacio i
proliferacié cel-lular. Aquests organismes poden fins i tot regenerar-se sense
activar el procés proliferatiu.

- Epimorfosi: En aquest cas la produccio dels nous teixits es dona per la
proliferacié de ceél-lules indiferenciades que posteriorment es diferenciaran i
formaran de nou les estructures que li manquen. N'és un exemple el cas de la
regeneracio de les extremitats dels amfibis, on les cél-lules encarregades de la
regeneracié de I'extremitat s6n cél-lules que primer es desdiferencien i
posteriorment s’encarreguen de la proliferacié i creacié dels nous teixits (veure
Figura 3.2).

Figura 3.2 Model de la bandera francesa
que esquematitza els dos tipus de processos
de regeneracié. Si la bandera es talla per la
meitat pot generar-se de nou de dues
maneres; per morfalaxi, que estableix una
nova frontera a nivell del tall, i els valor
posicionals es distribueixen de nou en la
porci6 de bandera tallada. O per epimorfosi,
on els valors posicionals s’adquireixen per
creixement de la porci6é de bandera que creix
a partir del lloc de tall fins a assolir la seva
mida original. Tret de Wolpert 2002.
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3.2 EL MECANISME DE REGENERACIO
3.2.1 Tancament de la ferida, cicatritzacié i formacié del blastema

Després del tall d’'una planaria, hi ha una forta contraccié6 muscular que facilita el
contacte entre I'epiteli dorsal i ventral de la regi6 del tall, la qual cosa permet que la
ferida es tanqui rapidament (en minuts), (Sal6 i Baguiia, 1984). La cicatritzacié és
imprescindible per iniciar el procés regeneratiu. Aixi, la inhibicié de la cicatritzacié6 amb
una solucié rica amb clorur de magnesi n’impedeix la regeneracio.

Darrera I'epiteli de la ferida es comencen a acumular cél-lules indiferenciades que
formen una zona no pigmentada que anomenem blastema de regeneraci6. Aquestes
cél-lules indiferenciades que s’acumulen al blastema de regeneracié s’anomenen
neoblasts i son facilment identificables citoldogicament per ser cél-lules relativament
petites (unes 10 ym de diametre) amb una proporcié nucli/citoplasma alta. Es pot
observar per métodes histoquimics i de microscopia electronica que el citoplasma dels
neoblasts és ric en RNA i ribosomes. En una planaria intacta els neoblasts es
distribueixen per tot el mesénquima i so6n les uniques cél-lules mitdtiques que
serveixen com a font de recanvi per a la renovaci6 tissular de I'organisme. Els
neoblasts representen entre un 20-30% del nombre total de cél-lules de I'organisme
intacte. Quan s’inicia el mecanisme de regeneracid, no és que aquest procés de
recanvi cel-lular s’activi, siné que s’accelera (Baguia, 2002). Els neoblasts sén, doncs,
cel-lules mare per a tots els tipus cel-lulars de la planaria. (Figura 3.3)
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Figura 3.3: Model de compartimentaci6 i amplificaci6 de les poblacions de
neoblasts.

L'origen dels neoblasts ha estat un dels principals treballs d’investigacié encara
vigent. Hi ha hagut dues hipotesis per explicar I'origen dels neoblasts: La primera
postula que els neoblasts adquiririen una capacitat de totipoténcia per mecanismes
de desdiferenciacio, i ha estat promoguda per Gremigni i col-laboradors (1980a i b).
Utilitzaven mosaics naturals de Dugesia lugubris en els que les cel-lules somatiques
eren triploides mentre que les cél-lules germinals pre-meidtiques eren hexaploides en
femelles i diploides en mascles. En fer una analisi cariologica i citofotomeétrica de les
cél-lules dels blastemes d’aquests organismes van trobar que un 5% dels nuclis eren
diploides. Aix0, suggeria que les cél-lules germinals pre-meiotiques també contribuien
a la formaci6 del blastema, i aixi, qualsevol cel-lula de I'organisme podria
desdiferenciar-se i actuar com a cél-lula totipotent.

La segona hipotesi es basa en la condicié de cél-lules totipotents dels neoblasts,
que proliferen en resposta a una lesié. Molts més experiments donen suport a aquesta
teoria, comencant pels treballs de Wolf, Dubois i Lender, que defensaven que els
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neoblasts son les Uniques cel-lules proliferatives i particularment susceptibles a
radiacions. Aquests treballs es basen en la irradiacié dels organismes i la pérdua de la
capacitat regenerativa d’aquests, i fins i tot la seva mort unes setmanes després de ser
irradiats. Per altra banda, la injecci6 de fraccions enriquides amb neoblasts en
organismes irradiats restablia I'activitat mitotica i en un tant per cent dels casos la
supervivencia dels organismes (Bagufa i col., 1989). En injectar animals irradiats amb
fraccions enriquides amb cél-lules diferenciades no rescatava els efectes produits per
la irradiacio.

Els recents marcatges de neoblasts i de cellules del blastema amb
bromodeoxiuridina (BrdU), un analeg de la timidina que s’incorpora a les cél-lules en
fase S, mostren molt convincentment que els neoblasts sén les cél-lules que formen el
blastema (Newmark i col., 2000; Ladurner i col., 2000).

Finalment la utilitzaci6 de marcadors moleculars especifics dels neoblasts, que ha
permés avangar molt en la localitzacié i moviment d’aquestes cél-lules, déna molta
forca a aquesta teoria; I'antigen nuclear de cél-lules proliferatives (PCNA) que ha
permeés millorar molt la deteccié de neoblasts en proliferacié (Orii i col., 2005) (Figura
3.4), el gen DjvigA relacionat amb els gens vasa (vas) (Shibata et al., 1999), un gen de
la familia dels factors de replicaci6 MCM2-7 (DiMCM2) que detecta neoblasts en
proliferacié (Salvetti i col., 2000), un gen de la familia Y-box (DjY7) que codifica per
una proteina reguladora de la transcripcié (Salvetti i col., 1998) i el recent clonatge de
piwi (gen que codifica per una proteina necessaria pel manteniment dels neoblasts)
per membres del Departament de Genética (Handberg-Thorsagher, comunicacié
personal).
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Figura 3.4 Marcatge amb I'antigen PCNA de la planaria D. japonica. Seccié sagital que mostra el marcatge dels
neoblasts amb PCNA (en blau). S’observa que no hi ha proliferacié cel-lular a la regi6 anterior, ni als fotoreceptors
ni a la regio6 central de la faringe. e; ull. br; cervell. Esc. barra 0.2 mm. Tret de Orii i col., 2005.

3.2.2 Progressio de la regeneracio

A mesura que el procés de regeneracié avanga més, les cél-lules indiferenciades es
van acumulant al blastema i fan que aquest creixi exponencialment. Els neoblasts han
de poder migrar des de qualsevol part de I'organisme i acumular-se a la zona del
blastema.

Els estudis de Sal6 i Bagufia (1985, 1989), utilitzant marcadors cromosomics
nuclears i citoplasmatics en hostes irradiats, ens revelen que en abséncia de neoblasts
locals, aquests poden reclutar-se per moviments lents, més que per migracions
dirigides, des de zones allunyades de la ferida. Tot i aix0, en condicions normals, els
neoblasts propers a la ferida serien els que intervindrien en la formaci6 del blastema.
Aquesta zona rica en neoblasts i localitzada darrere del blastema s’anomena
postblastema, i tindria unes 500 um de llargada. L’increment de I'index mitotic que es
produeix en tot 'organisme durant el procés de regeneracié encara és més elevat a la
regi6 del post-blastema.

Els recents experiments de marcatge amb BrdU que han permés seguir els
moviments dels neoblasts, han demostrat la capacitat activa de migracié que tenen
(Newmark i Sanchez-Alvarado, 2000). Els neoblasts arriben al postblastema i alli
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proliferen activament i, posteriorment, migren cap al blastema on deixaran de dividir-se
(Sal6 i Baguia, 1984).

3.2.3 Determinacio del patré durant la regeneracio

La determinaci6 dels territoris en I'organisme regenerant és molt primerenca segons
els experiments d’empelts (Salé i Bagufia, 1984). Aquest métode ens mostra com la
determinaci6 del patré al muny6 és molt rapida i, fins i tot, anterior a la formaci6 del
blastema. Aixo suggereix un model mixt entre morfalaxi i epimorfosi, on els processos
d’epimorfosi anirien precedits per una primera fase morfalactica en la que es
determinaria i reordenaria el nou patro de I'organisme.

D= B

Figura 3.5 Model epimorfic-morfalactic de la regeneracié anterior de planaries. Després de
'amputacié (0d.) la ferida és recoberta per I'epiteli antic. Al 1r dia de regeneracié (1d.) les
estructures més distals (cap i prefaringe, a/b) queden prefixades a la zona que toca a la ferida
quan el blastema (B, groc) és encara escassament visible. Mentrestant comenga a observar-se un
augment de la proliferacié dels neoblasts (cercles vermells) al postblastema (PB,blau). També
comenga la migracié de neoblasts del PB al B (fletxes). A partir d’aquest moment, als 2 dies de
regeneracio (2d.) augmenta la proliferacié de neoblasts al PB i la migraci6 d’aquests cap al B, que
segueix creixent. A més, es determinen les estructures més proximals (regio faringea, c, verd) i els
primordis dels nous organs (primordi de la faringe, ph). També s’observa I'expressié de gens
marcadors del cap (otd/Otx i ofp, Umesono i col., 1999) que defineix noves regions anteriors (a1 i
a2). A partir del 3r dia (3d.) ja s’ha establert el patré antero-posterior basic de I'organisme, i les
migracions locals de neoblasts s’encarregaran del creixement dels primordis dels organs
principals. Modificat de Salé i Bagufia, 2002.

S’ha pogut realitzar el seguiment de marcadors regionals, com I'anticos TCEN49
(Bueno et al., 1997) que marca el ter¢ central de I'organisme i I'epitop del gen GtPou-1
(Mufioz-Marmol i col., 1998) que marca el ter¢c anterior, durant la regeneraci6. En
ambdos casos s’observa com desapareix rapidament el seu marcatge després de
'amputacié6 i reapareix duna forma posici6 depenent compatible amb una
determinacié rapida i sequencial.
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Una altra aproximacié a I'estudi molecular de la regeneracio ha estat I'aillament de
gens amb homeobox que, gracies a la seva conservacié de seqléncia i funcio, ha
permeés l'aillament de gens homolegs candidats. En sén un cas els gens de la classe
NK, Dth1 i Dth2 (Garcia-Fernandez i col., 1991; 1993) que semblen estar implicats en
processos de determinacio6 i/o diferenciacié tardans.

Els gens Hox també s6n uns bons marcadors per al seguiment de la determinacio
del patré (Bayascas et al., 1997; Orii et al., 1999). Els gens amb homeobox del tipus
Hox estan organitzats en complexos genics funcionals encarregats d’especificar la
identitat territorial al llarg de I'eix antero-posterior en un gran nombre d’organismes. En
el cas de planaries s’ha vist com els gens Plhox5Gt (Dthox-D) i Plhox6Gt (Dthox-C)
(Bayascas et al., 1997) i els homolegs Plhox5Dj i Plhox6Dj (Orii i col. 1999)
s’expressen de forma colineal en el temps i en I'espai i de manera proximo-distal en la
regeneracié posterior, d’acord amb el model d’activacié dels gens Hox (Duboule,
1994). Posteriorment, el mateix grup va presentar resultats de I'expressié del gen
Plhox9Dj amb una expressié més anterior que els Plhox5Dj i Plhox6Dj, i que trenca,
doncs, el model colineal (Nogi i Watanabe 2001).

RT-PCR

- Dth-2

- DthoxD
- Dthox

Figura 3.6 Expressio dels gens Hox a planaries en diferents regions (1-10)
antero-posteriors deduides per RT-PCR. S'utilitza el gen Dth2 com a control.
Observem I'expressié solapant de Dthox-D i Dthox-C. Modificat de Bayascas,
1997.

3.2.4 Lultim pas; la diferenciacié cel-lular

Soén moltes les preguntes encara sense resposta quan parlem de la proliferacié dels
neoblasts, perd és encara més complex parlar del procés de diferenciacié d’aquestes
cél-lules per donar lloc a tota la resta de tipus cel-lulars. Els estudis amb timidina
tritada de Palmberg i col. (1990) ens proposen que en analitzar la poblacié de
neoblasts ens trobem davant d’'una poblacié heterogénia on tenim cél-lules totipotents i
cél-lules multipotents ja direccionades a donar uns certs tipus de cél-lules somatiques.
S’han de barrejar, doncs, moltes hipotesis sobre la jerarquitzacié del procés de
diferenciacié. L'ordre en quée les cél-lules es van determinant i diferenciant és encara
desconegut, i no se sap quins sén els mecanismes moleculars implicats ni quin ordre
segueixen. Aixi, les cellules mare es podrien diferenciar segons el seu llinatge
(ectodérmic, endodérmic o mesodérmic), segons el tipus cel-lular (nerviés, digestiu,
parenquimatic ...) o, fins i tot, segons la seva posicié (cap, centre o cua). El que
sembla clar és que els primers signes de diferenciaci6é cel-lular es detecten entre els
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dos i quatre dies de la regeneraci6. Cap als tres dies comencen a aparéixer cél-lules
precursores musculars i nervioses a la zona periferica del blastema. Cel-lules
rabditiques parenquimatiques que procedeixen de neoblasts en primeres fases de
diferenciaci6 creuen la membrana basal i s'integren en I'epidermis antiga, i restitueixen
les estructures epidérmiques (veure Baguiia i col, 1994 per referéncies).

La utilitzacié d’anticossos monoclonals especifics ha permés monitoritzar I'aparicié i
desenvolupament de la faringe (Bueno i col.,, 1997, Cebria i col. 1996; 1999). |
finalment, una descripcié detallada tant de I'anatomia com de la regeneraci6 del
sistema nervids central i dels ulls, utilitzant com a marcadors gens especifics d’'ambdoés
organs, sera també un dels elements que desenvoluparem en aquest treball.

3.2.6 Molecules inductores de la regeneracio

Ha d’existir un sistema de senyalitzacié i transduccié de senyals que activi la
migracio, divisio i diferenciacié cel-lular en situacions de regeneracié. Hi ha diversos
factors de creixement, especialment els relacionats amb el teixit nervidés, com
neuropéptids, factors de creixement de fibroblasts (FGF), factors de creixement
epidermic (EGF), etc., que estimulen la proliferacié dels neoblasts. També hi ha altres
proteines, conegudes per estimular la proliferacié cel-lular en altres sistemes de
regeneracié, com son decapentaplegic (dpp), distalless (dll), que deuen tenir un paper
similar a planaria. Després de seccionar o després del procés de fissio transversal
d’'una planaria, hi ha factors de creixement que son alliberats pel propi sistema nervios
danyat i per altres teixits, i que estimulen la proliferacio dels neoblasts a les proximitats
de la ferida. La secrecié d'enzims proteolitics com les metaloproteases ajuden els
moviments i migracions dels neoblasts cap a la ferida. Aix0, porta a un acumul de
neoblasts prop de la ferida que formaran el blastema, que posteriorment creixera per
proliferacié i migracio dels neoblasts.

3.2.6 Els marcadors moleculars, noves perspectives per a l'estudi de Ila
regeneracio

Actualment es disposa de més de 50 marcadors moleculars diferents publicats i, a la
vegada, una col-lecci6é d’anticossos monoclonals (veure revisioé de Sal6 i Baguiia, 2002
per referéncies). Tots aquests marcadors s’estan utilitzant tant per estudiar la
determinaci6 dels eixos axials com per fer el seguiment dels canvis i/o alteracions de
la seva expressio en els experiments classics d’empelts.

Aquest gran increment de marcadors genétics es deu principalment a 'is de les
metodologies d‘amplificacié per PCR amb oligonucleotids degenerats que cobreixen
les regions conservades del gens implicats en el desenvolupament i de la
seqlienciacié automatica. Per altra banda, s’estan produint col-leccions d’expressed
sequenced tags (ESTs) de planaries intactes (Sanchez-Alvarado i col, 2003) que
permeten produir microarrays. Posteriorment es podran hibridar amb cDNAs de
diferents estadis de regeneracié i permetran definir quins gens pateixen canvis
d’expressié durant la regeneracié i que, per tant, son bons candidats per ser estudiats.
Finalment a principis del 2003 es va iniciar la seqlienciacié completa del genoma de
planaria en el Genome Sequencing Center (Universitat de Washington) i en aquests
moments hi ha 13 milions de seqléncies genomiques aillades a l'atzar (shotgun)
accessibles al banc de dades (NCBI Trace Archives). S’espera que en
aproximadament un any tot el genoma de planaria estigui ordenat. Finalment, en el
grup del professor E. Sal6 s’ha iniciat un projecte de protedomica de neoblasts. Totes
aquestes metodologies juntament amb la capacitat de produccié de fenotips de pérdua
de funcié per RNAI i guany de funcidé per transgenesi, pot portar a les planaries a
esdevenir un dels organismes model dins del clade Lophotrocozoa.

18



INTRODUCCIO

Figura 3.7 Taula de marcadors moleculars de diferents espécies de planaries utilitzats com a gens marcadors
posicionals, d’organs, teixits o cél-lules, en els estudis de regeneraci6. Tret de Sal6é 2002 .

TABLE 1. Gene markers from different species of freshwoader planarians (Ovder Tricladidal emploved as avial positional-
markers, or a8 organ-, Hisswe, and oollspecifie markers in regenerative studies'

Marker Species  Gene Expression fentures Reference
Aol genss
Hux geaws Gt Gthox AP axgs Tarakbwkin et al., "05; Sald et al., 55
Bayascas ot al_, 97, 98
Iy Dyhorg AP nxis Orii et al., "85, 6 Nogi nnd Watannbe S001
Pow  PWox AP nxis Bartels ot al., 93
Pn  Paox =" Balaveins and Teloed, 95
Pf P " ="
0l Iax " ="
Cephalic genes
Orthodenticle Gt e Anterior blastema Sternainolo et al., ‘08
D oA Cephalie ganglin TUenesomso et al, "9
Moie- B =d” ="
Ortbopedia Dy Iep Caophalie panglia Venesoms ot al, 97
IV genes
Bare meorphogenetic
proteins (EMPa) I IEMP Dorsal mildline Oirdi et al,, 08
=t markers
Vasa rolated gone ] IyvlgA Neoblasts and germ cells  Shibatn et al., 99
Minichromesaonse D MCM2  Prelifernting neoblasts Balvetes et al., 2000
maisenanice profeins
Proliferating cell nodear I IYr Neohlasta Itaet al., 2001
antigen (PCNAY
Y-box gene D IYr Blastema neoblasts Sabvetti et al. B8
Germ cell marker
Viasa related gene I Dvlgh Germ cells Shibato et al., 90
Receptor tyromine kinase i IPTED  Germ cell determination  Ogawa et al., 88
and differentiation
Nerve cell markers
Pro-hormone corvertose T i PHM Central nerveus system  Agata et al, 98
(PC2)
Henrt shock protein i PHI7? Axon bundles Agata et al., 08
40 (hsp40)
POU domain pretein Gt ePOT- Anterior nerve cells Mufioz-Mirmol «t al., 98
Sinapotagmin Iy INSYT Central nerveus system  Thoaki et al., "0
Eve markers
P honsolog Gt IPax-é  Eyecells Collserts et al_, ¥0; Pinedas ot al., 3002
Iy [P ="
Farer cwulis Bomolog Gt Giss Photoreoeplors Pieeda ot al., 2000
Opsin bamolog Gt Gops Phatoreonplors Pizeda ot al., 2000
Sm  Smops =" Sanchkez and Newmark., 99
Cell specific markers
Myuosin heavy chain gene Gt TMUS- 1T Differentinted myocites  Cebrin et al, 97
Em of the body-wall Bhncher and Newmark., 99
Iy DMHCE -d” Keobayashi ot al., '98
Pharymnz-musche-specific Iy IMHCA Differentinted myocites  Kobayashi ot al, ‘08, ‘bia
Eefe of the pharvex
Paired-like genie Gt Ikped-l]  Secretory gland cells Mufioz-Mirmol « al, 97
NE-ype bomeobo genes Gt Ikl Gostrodermal cells Garcia-Fernimdez ot al., ‘91, 93k
k-2 Parenchyma cells =d"
XNPATHY proteins D DXNF Parenchymas cells Rlossi ot al., 2001
Alpha-tubuline Sm Cilin of epidermal cells Sénchez and Newmark.. 99
Regional markers
Secreted protein Gt foend® Parenchyma central cells  Buens =t al.. 2001
C-type bectin Gt Searf Parenchymas Bogdapeva et al., 88
prepharymgenl region
Musoous core probein gene Iy PNs Prepharyngeal region Kato ot al., 9%
Intermediate filament [T ) Margin of the bady Kato et al., 9%
Muscous component gene D PNs Margin of the bady Kato t al., 9%
Forkhead box A i [WFaxd  Pharynx-forming region  Keinuma et al., 3000
General Morkers
Planarian retrotrans poson Iy PHIO All cells Kato et al., 00
Planarian mariner tr Gt Poert  Alleells Gareis-Fernhndez ot al., "93a

LT} 1 '] ki

are nok inch

L5 —_—
Polyorlis foling; P, Palycelis nigra; P, Phagocats sood

D4, Pugrsia japomica; D, Deadromonlum Lactewm, Gt, Girerdia figrina; P,

ihi; B, Sk mich
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3.3 EL RECANVI CEL-LULAR | LA CAPACITAT DE CREIXEMENT I
DECREIXEMENT

La capacitat de creixement i decreixement de les planaries es deu al propi recanvi
cellular i tissular diari d’aquests organismes. Les planaries poden suportar llargs
periodes de dejuni, gracies a la capacitat de reduir molt la seva massa corporal. Quan
se les torna a alimentar tornen a recuperar la seva talla adulta. A nivell cel-lular, els
processos de creixement i decreixement estan molt estretament lligats amb les taxes
de proliferacié i mort cel-lular depenent de la disponibilitat d’aliment, temperatura, o
caracteristiques de 'espécie o poblacié (Bagufia i Romero, 1981; Bagufia i col, 1990).

Es d'esperar que els processos de remodelacié del cos durant la regeneracio i
durant els processos de creixement-decreixement utilitzin mecanismes cel-lulars i
moleculars semblants, com son l'increment de la taxa de mort cel-lular per tal de reduir
la mida de l'organisme o redistribuir tot I'organisme en una mida més petita i
I'increment de la proliferacio cel-lular per augmentar la mida de I'individu.

Es pot assumir, doncs, que aquests organismes estan sotmesos a un procés de
recanvi cel-lular continuat, que seria assumit per la preséncia de neoblasts a
'organisme adult i que estaria sotmés a variacions segons les diferéncies entre les
taxes de proliferacié i de mort cel-lular de I'organisme. Aquestes taxes depenen de
diversos factors, com son la propia mida de cada espécie, les condicions
mediambientals a les que estigui sotmés l'organisme i I'estratégia reproductora
sexuada o asexuada. Aquesta gran plasticitat morfologica deguda a la preséncia
d’aquests neoblasts totipotents és una caracteristica Unica (sinapomorfia) del filum
dels platihelmints.

(N

Figura 3.8 Fotografia que mostra la capacitat de creixement i decreixement segons les condicions
ambientals a les que estan sotmesos aquests organismes. Fotografia realitzada per E. Sal6.
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3.4 LA REGENERACIO DEL SISTEMA NERVIOS CENTRAL | ELS ULLS

3.4.1 Regeneraci6 del Sistema Nerviés Central

El desenvolupament del sistema nervios central (SNC) és un topic que segueix
despertant un gran interés dins el camp de la biologia del desenvolupament. Tot i les
grans diferéncies entre el SNC de vertebrats i el d’'invertebrats, trobem un conjunt de
mecanismes i programes genétics molt conservats en els processos de morfogénesi
del cervell.

Les planaries s6n un sistema bioldgic molt util per estudiar la formacié del SNC
durant el procés de regeneracio.

Els ftreballs de Reuter i col. (1995,1996), utilitzant immunohistoquimica amb
antiserum contra els neuropéptids NPF i FMRFamida i contra I'amina 5-HT (5-
hidroxitriptamina), mostren dues fases durant la regeneracié dels ganglis cefalics. La
primera fase; dies 1 i 2, es caracteritza per I'observacié de prolongacions neurals que
emergeixen des de les protuberancies dels antics cordons nerviosos i envien fibres
cap a la banda contralateral i s’aproximen centralment i proxima al marge del
blastema. En la segona fase que aniria del 3r al 5& dia apareixen neoblasts
immunoreactius a 5-HT davant la comissura anterior en desenvolupament. Aquestes
cél-lules fasciculen amb la comissura cerebral anterior i també apareixen fibres de les
comissures posteriors del cervell i fibres cap a les auricules (Figura 3.9).

Van observar que es tractava de cél-lules indiferenciades que migraven cap als
cordons nerviosos i que posteriorment es diferenciaven en cel-lules nervioses que
renovaven la poblacié de cél-lules neuronals. Aixi, I'origen del nou sistema nerviés
provindria de cel-lules indiferenciades; dels neoblasts.

1 2 3 . S

Figura 3.9 Esquema representatiu dels dos processos de regeneracié implicats en la regeneraci6 del cervell
de planaries. Primer procés; dies 1-2, les fibres nervioses emergents dels cordons nerviosos antics (fletxes)
creixen transversalment cap al centre al limit entre blastema i postblastema, i construeix una bastida on es
generara el futur cervell. Segon procés; dies 3-5, acimul de nous neoblasts davant la comissura anterior en
creixement (fletxes petites). Posteriorment les fibres nervioses fasciculen a l'interior d’aquesta comissura, i més
tard apareixen les fibres de les comissures posteriors, i les fibres que van cap a les auricules. Modificat de
Reuter i col., 1996.

Posteriorment, Cebria i col. (2002), analitzen el procés de regeneracié del SNC
combinant la immunotinci6 amb un homoleg de la Sinaptotagmina (SYT) (Tazaki et al,
1999) i la hibridacié in situ de 12 gens neurals que s’expressen a I'organisme adult
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(Figura 3.10). Aquest gens han estat aillats en projectes de microarrays de DNA de la
planaria D. japonica.

Alguns d’aquest gens presenten homologia amb gens coneguts d’altres organismes
(N-CAM, receptor de la tirosina fosfatasa, subunitat alfa de proteines G, receptor de
LDLs, etc.). Segons el moment d’activacié durant la regeneracié es van classificar en
gens d’expressioé primerenca, mitjana i tardana.

La combinacié d’immunotincié contra DjSYT amb les in situ dels diferents gens
neurals els fan afirmar que el cervell de la planaria no és només una unié dels cordons
nerviosos a la part anterior, sind que els ganglis cefalics sén dues estructures
diferenciades amb el cervell en posici6 més dorsal. També proposen que un homoleg
de la familia de les netrines s’expressaria a la regi6é solapant del cervell i els cordons
nerviosos ventrals.

Durant el procés de regeneracio, el primordi del cervell apareix al blastema al primer
dia. En aquest estadi els cordons nerviosos ventrals segueixen trencats a la regié del
postblastema. A partir d’aquest punt es defineixen tres estadis:

- Estadi 1: S’observen dos clusters bilaterals de cellules al blastema, que
possiblement procedeixen de la proliferacié de neoblasts del postblastema, i que
migren cap al blastema (Sal6 i Bagufia, 84, Bagufia, 89, Newmark, 2000). Gens
candidats responsables de diferenciar aquests neoblasts a cél-lules del cervell serien
els homolegs dels gens otd/Otx.

- Estadi 2: El primordi del cervell esdevé un petit cervell amb les seves dues meitats
connectades a la part més anterior i amb poques branques que s’extenen cap a les
vores del cap. En aquest estadi observen com els antics cordons nerviosos que
romanien al postblastema creixen cap al blastema i es reassocien amb el nou cervell.
S’esta estudiant el paper de les netrines en aquestes connexions.

- Estadi 3: EI SNC ja esta reestablert almenys a nivell estructural (cervell esponjés i
cordons nerviosos ventrals connectats a través de comissures transversals), perd no a
nivell funcional, ja que el patr6 normal de gens neurals d’expressié tardana no esta
encara restaurat.
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3.4.2 Els Ulls

Per entendre el procés de regeneracio dels ulls a planaries s’han realitzat diferents
experiments, mitjangant I'Gs d’un anticds monoclonal (anticos antiarrestina) que
reconeix les cél-lules fotoreceptores, i s’ha pogut realitzar un seguiment de les cél-lules
precursores dels ulls. Aquests experiments han permeés suggerir un model que postula
que els dos tipus cel-lulars de I'ull provindrien d’'una primera cél-lula precursora.

Aquestes primeres cél-lules provindrien de cél-lules precursores nervioses que
emergirien dels ganglis cefalics a la part anterior del cervell i que migrarien dorsalment
fins a arribar a 'anomenat territori presumptiu de I'ull. En aquesta zona les cél-lules
proliferarien donant lloc a una cél-lula fotoreceptora i a una cél-lula pigmentada.
Ambdues cél-lules s’agreguarien formant una unitat basica bicel-lular.

Posteriorment, aquestes unitats basiques s’aguparien i fusionarien, i anirien formant
una unitat més complexa d’unes 30-35 unitats basiques que donaria lloc a les taques
oculars.

CELLULA
PIGMENTARLA

CELLULA @ '_{

PRECURSORA

FOTORECEPTOR

FUSIO
CEL LULAR

Figura 3.11 Model grafic que representa com d’una primera cél-lula
precursora se’n generen els dos tipus cel'lulars de I'ull: la cél-lula
fotoreceptora i la cellula pigmentaria. Posteriorment, i per
l'agregacié de les céllules pigmentaries i I'agrupament dels
rabdomers de les cél-lules fotoreceptores en I'espai intern de la
copa es formen les taques oculars més complexes.
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4. ELS GENS PAX. PAX61 LA MORFOGENESI DE L’ULL

4.1 INTRODUCCIO

L’analisi genética i molecular del desenvolupament tant de vertebrats com de
Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans i molts d’altres organismes ha
aportat una gran i rica acumulacié d’informacié per entendre els mecanismes de
desenvolupament. S’han pogut extrapolar nous conceptes de tots aquests estudis, i en
especial el fet que, en els processos de desenvolupament d’animals amb una
arquitectura i embriogénesi clarament diferent, hi intervenen proteines reguladores
molt conservades entre elles. Es el cas dels gens Hox, presents a tots els animals, que
sén un grup de gens que pertanyen a la familia de gens amb homeobox, estan
organitzats en clusters i diversifiquen I'eix antero-posterior (Gehring i col., 1994).

Molts altres gens amb homeobox també tenen el seu representant homoleg a moltes
especies i semblen tenir funcions conservades (Manak i Scott, 1994). La
caracteritzaci®é molecular i I'estudi funcional en el desenvolupament dels ulls i el
sistema nervids central del gen Pax6 a vertebrats i Drosophila, ens suggereix que els
homolegs d’aquest gen comparteixen una funcié conservada (Halder, 1995b). Aixi,
I'estudi dels gens homolegs de Pax6 a altres fila ens permetra hipotetitzar que els
mecanismes dependents de Pax6 podrien ser un punt en comU en el
desenvolupament dels ulls i el sistema nervios en el regne animal.

4.2 LA FAMILIA PAX

L’estudi de les bases genétiques i els mecanismes moleculars del desenvolupament
dels vertebrats i dels invertebrats ha resultat en la identificacié de diferents families de
gens reguladors de la transcripcio; una d’aquestes families és la dels gens PAX (veure
revisié. Noll, 1993).

La caracteristica principal a nivell d’estructura molecular dels gens Pax és la
preséncia de la caixa Paired. Aquesta caixa, d’'uns 384 parells de bases (pb) esta
formada per dos dominis independents; el domini PAI en posicié N-terminal i el domini
RED en posicié C-terminal. Cada domini conté un motiu hélix-volta-hélix, ambdés units
per una regi6é linker, i que formen un domini d’'uni6 al DNA de 128 aminoacids. El
domini paired va ser identificat per primera vegada a Drosophila en els gens de
segmentacio paired, gooseberry i gooseberry neuro. Posteriorment, es van detectar
gens amb caixa paired a molts d’altres organismes.

La importancia d’aquests gens en el desenvolupament queda palesa en analitzar
els diversos mutants d’alguns d’ells tant a vertebrats com a invertebrats. Aixi, a
Drosophila, mutacions dels gens paired, goseberry, goseberry-neuro, Pox meso, Pox
neuro i eyeless donen defectes del desenvolupament en les fases de segmentacio,
neurogeénesi i desenvolupament de l'ull (Noll, 1993; Quiring, 1994). Mutacions del gen
Pax1 de ratoli interfereixen en el desenvolupament normal de I'esquelet axial i donen
el fenotip conegut com undulated. El mutant de ratoli Small eye té severament afectat
el desenvolupament dels ulls, del nas i del sistema nerviés central, i correspon a
mutacions en el gen Pax6. En humans, mutacions en gens Pax s’han associat a tres
desordres congenits i, en concret, mutacions de Pax6 estan associades a I'Aniridia
(Ton, 1991).

Atenent als homolegs dels gens Pax aillats a vertebrats s’ha agrupat a aquests gens
en quatre grups paralegs diferents segons la preséncia o abséncia d’'un domini
homedtic sencer o parcial i d’un octapéptid conservat (Dahl i col., 1997). També hi ha
aminoacids especifics de cada classe. A la Figura 4.1 veiem una representacio
esquematica d’aquests quatre grups .
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Pax1/9  n—-@———-
Poar  v— -
Pax2/5i6  v—N-@—-
Pocsis  n— I — T

Figura 4.1 Classificacié dels gens Pax de vertebrats en quatre grups, segons la preséncia o abséncia dels dominis
estructurals: domini paired, domini homeotic de tipus paired i octapeptid. Grup format per Pax? i Pax9, que no
presenten el domini homeotic de tipus paired. Grup Pax3 i Pax7, que presenten els tres dominis. Grup Pax2, Pax5 i
Pax8, que presenten un homeodomini parcial que només conté la primera hélix . | grup Pax4 i Pax6 que no contenen
I'octapéptid.

4.3 PAX6: ESTRUCTURA MOLECULAR

Els gens Pax6 van ser aillats inicialment a vertebrats, en concret a humans, ratoli i
peix zebra. Posteriorment s’han aillat els homolegs de Pax6 a guatlla, pollastre, rata,
peix medaka i axolot (veure Callaerts i col., 1997 per referéncies).

El primer gen Pax6 trobat a invertebrats va ser a Drosophila melanogaster i
corresponia al locus eyeless (ey) (Quiring, 1994). La identificaci6 d'eyeless a
Drosophila va estimular I'interés en trobar els homolegs de Pax6 a altres invertebrats i
actualment s’han aillat els homolegs a platihelmints; DtPax6 (Callaerts, 1999), a
ascidies (Glardon, 1997), a Lineus sanguineus (Loosli, 1996), al calamar Loligo
opalescens (Tomarev 1997), al nematode C. elegans (Chisholm & Horvitz, 1995), i a
altres organismes com a I'equinoderm Paracentrotus lividus (Czerny & Busslinger,
1995) i al cefalocordat amfiox (Glardon, 1998). Fins i tot a Cnidaris, no s’ha aillat un
gen Pax6 pero si un possible gen ancestral anomenat PaxB (Kozmik i col. 2003).

Tots els gens Pax6 aillats, fins ara, codifiquen per unes proteines que tenen en comu
(Figura 4.2):

La caixa Paired de 128 aminoacids a N-terminal

Una regié linker de mida variable

Un domini homeodtic de 60 aminoacids

Una regié rica en prolines, serines i treonines (PST) a I'extrem C-terminal

El domini paired esta altament conservat en tots els organismes. Entre vertebrats la
seqliéncia aminoacidica és idéntica i entre invertebrats la identitat de seqiiéncia esta
per sobre del 90%. En comparar la seqliéncia del domini paired dels gens homolegs
de Pax6 amb altres gens Pax, veiem que hi ha 8 aminoacids que es podrien
considerar com a especifics de Pax6, i que els identifica com a homolegs reals; serina
21, alanina 34, isoleucina 42, glutamina 44, arginina 66, cisteina 91, isoleucina 114 i
alanina 128 (Loosli, 1995). Aquests aminoacids estan conservats en tots els
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organismes excepte a P. mamillata que té una Unica substitucié i a C. elegans i G.
tigrina (Dtpax6) que en tenen quatre.

EI domini homeotic dels gens Pax6 també esta altament conservat i mentre que els
homeodominis dels gens Pax6 de vertebrats sén idéentics, els d’invertebrats tenen un
tant per cent d’identitat superior al 90%. Es el gen Ditpax6, que en aquest treball
passarem a anomenar Gtpax6B de G. tigrina, el més divergent, amb un 73%
d’identitat. Una caracteristica comuna és també una serina en posicié 50 compartida
per tots ells, i és conegut que aquest aminoacid en aquesta posici6 és un fort
determinant per a l'especificitat d’unié al DNA de 'homeodomini tant in-vitro com in-
vivo (veure revisi6 Callaerts, 1997 per més detalls). També trobem altres similituds de
sequliéncia en les zones flanquejants de I’homeodomini tant a un costat com a l'altre.

Figura 4.2 Estructura en tres dimensions d’'una
proteina Pax on localitzem: el domini Paired
(PD) amb els subdominis PAIl (N-terminal) i
RED (C-terminal) compost cadascun per tres
hélix a. La tercera helix de cada subdomini (en
vermell) es mostra en contacte amb el solc
major del DNA. L’octapepid (verd) no és
present a la classe Pax4/Pax6. L’homeodomini
(HD) presenta una estructura helix-volta-helix. |
finalment trobem el domini de transactivacio
carboxi-terminal (TD). Modificat de  Chi i
Epstein, 2002.

Finalment, i a la zona linker entre els dos dominis, trobem una sequéncia d’'11
aminoacids molt conservada i que correspon als aminoacids MYDKLRMNGQx, tot i
que no és present en alguns organismes com P. mamillata i al gen Dtpax6 de G.
tigrina. Es creu que aquest undecapéptid no és necessari per a la funcio final de Pax6,
segons els experiments de Glardon i col-laboradors (1997).

A nivell de l'organitzacié genomica, i tenint en compte que la pérdua o adquisicié
d’introns és un fenomen rar en I'evolucio, la conservacié de llocs d’splicing, tant en el
domini paired com en el domini homeodtic, donen clar suport a pensar que tots els gens
Pax6 aillats de totes aquestes espécies sén homolegs.

4.4 PAX6 A DROSOPHILA
4.4.1 Aillament

Una mutacio eyeless ja fou descrita el 1915 amb els treballs de M. A. Hoge, que es
basaven en les caracteristiques fenotipiques d’abséncia parcial o total dels ulls
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compostos de Drosophila. Perd aquest mutant va adquirir especial interés quan es va
aillar un gen de Drosophila que contenia una caixa paired i una caixa homeotica que
tenien una alta homologia amb el gen Pax6 de ratoli i que mapava al cromosoma IV en
una regié proxima al locus eyeless. Els treballs de Quiring i col. al 1994 van definir
dues mutacions espontanies; ey2 i eyr que contenien un transposé insertat en el gen
clonat i que n’afectaven la seva expressio, particularment en el primordi de I'ull. Aixi,
el gen ey de Drosophila, el gen Small eye de ratoli i el gen causant de I'Aniridia
humana codificaven per proteines homologues i, més important encara, tots ells
estaven involucrats en la morfogenesi de I'ull (Figura 4.3). Aixd, els porta a proposar
que els processos de morfogénesi de I'ull estaven sota un control genétic similar tant a
vertebrats com a insectes, tot i les grans diferéncies morfologiques i de tipus de
desenvolupament embrionari d’ambdoés tipus d’ulls.

MUTANTS

ANIRIDA

Figura 4.3 Fenotips mutants i normals dels gens Pax6. A
I’esquerra, ulls compostos de Drosophila adulta, embrié de ratoli i
ull huma. A la dreta, mutant eyeless amb una reduccié
considerable d’omatidis, manca d'ulls en el mutant Small eye
d’embrié de ratoli i manca d'iris en el sindrome mutant d’aniridia
humana. Modificat de Sal6, 2004.

El primer gen Pax6 aillat a D. melanogaster, com hem comentat, corresponia al
locus eyeless (ey) (Quiring, 1994) i, per aixd, actualment se’l continua anomenant
eyeless (ey). Posteriorment es va aillar un segon gen Pax6 a D. melanogaster que
anomenaren twin of eyeless (toy) (Czerny, 1999). | més endavant s’han aillat dos gens
més relacionats amb Pax®6, el gen eyegone (eyq) i el gen twin of eyegone (toe) (Jun i
col, 1998).

Mentre que les proteines codificades pels gens ey i toy sén estructuralment molt
semblants, els gens eyg i toe també codifiquen per proteines Pax-like perd amb el
domini paired truncat (només contenen el domini anomenat RED) i un domini homeodtic
de la classe paired complet (Jun i col., 1998). Els gens eyg i toe conserven la serina en
posicié 50 del seu domini homeotic paired-like, pero el fet que els manqui gran part del
domini PAI els fa classificar com un nou grup dins de la familia Pax (Jun i col., 1998).
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4.4.2 L’ull compost de Drosophila

L'ull de Drosophila és una estructura altament organitzada que esta formada pel
voltant de 800 unitats repetides (organs fotoreceptors) anomenades omatidis,
disposats de manera hexagonal. Cada omatidi esta estructurat, a la vegada, per 8
cél-lules fotoreceptores (R1-R8) acompanyades de 12 altres cel-lules de suport, no
neuronals, i que formen una estructura molt precisa (revisat a Wolf & Ready, 1993).

El desenvolupament del I'ull compost s’inicia en un petit grup de cél-lules epitelials de
I'embrié que proliferen durant I'estadi larvari i que formen la part del disc imaginal d’ull-
antena que donara lloc a I'ull.

La diferenciacié i organitzacié d’aquestes cél-lules en un patré6 comenga a I'estadi de
larva lll. A mesura que es forma el solc morfogenétic (MF) a la part posterior del disc
imaginal s’activa I'ona d’expressié de gens, iniciada per la proteina senyalitzadora
Hedgehog (Hh) i que provoca la diferenciacio, en forma de columna, de les cél-lules
que formaran els omatidis. La primera ceél-lula diferenciada de I'omatidi és la cél-lula
fotoreceptora R8 i aquesta sera I'encarregada d’induir les cél-lules veines a formar la
resta de 'omatidi (Figura 4.4). Ja en estadi de pupa, I'estructura final de I'ull adult es
refina eliminant, per apoptosi, les célllules sobrants que hagin quedat entre els
omatidis (Freeman, 1996).

Eys imginal thac i third Lifval inaled | Dftpeertation of ae=gtata

Figura 4.4 Desenvolupament dels omatidis a I'ull compost de Drosophila. Durant la tercera fase larvaria el solc
morfogenétic (MF) es mou com una ona des de la zona posterior a la part anterior. Els omatidis es desenvolupen
darrere del MF, i les neurones fotoreceptores es diferencien segons I'esquema. Es la cél-lula R8 la primera en
diferenciar-se i la R7 la darrera. Tret de L. Wolpert 2a Edicio.

4.4.3 Expressio i funcio dels gens Pax6 a I'ull de Drosophila

Durant 'embriogénesi ey s’expressa al primordi de disc imaginal d’ull, als Iobuls
optics i en altres regions discretes del cervell i al cordd nerviés ventral. Durant el
desenvolupament larvari ey segueix expressant-se al llarg de la zona indiferenciada
del disc imaginal d'ull. Aquesta expressié6 es manté fins al seu desplagament amb
I'avang del MF a la tercera fase larvaria. Més tard, s’associa de nou I'expressié d’ey en
la diferenciacié terminal dels fotoreceptors i sera necessaria per a I'expressid dels
gens de les opsines (Halder i col, 1998).

L’expressio d’ey i toy és molt similar, si no identica, en el desenvolupament del
sistema visual de Drosophila amb I'excepcid6 que durant I'embriogénesi foy ja
s’expressa (abans que ho faci ey) a la regi6 procefalica posterior d’on s’originaran els
primordis de I'ull. Després, ey i toy es coexpressen al 10bul optic i al primordi de I'ull a
I'embri6 tarda a I'igual que ho fan a la zona indiferenciada del disc imaginal d’ull de la
tercera fase larvaria (Czerny i col., 1999).
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Els estudis funcionals mostren que els mutants de pérdua de funcié d’ey afecten
principalment els ulls compostos, mentre que mantenen els ocels intactes. En canvi,
mutants foy mostren un reduccié important del cap, perden la capsula del cap amb els
ocels i les antenes, perd mantenen la proboscis. La disseccié de la pupa amb el cap
reduit per la mutacié de toy mostra dues esferes d’'ulls compostos en el torax. Aquests
resultats indiquen que ey y foy han divergit funcionalment, perd encara sén capacgos de
complementar-se parcialment; l'allel normal per ey pot rescatar parcialment la
formaci6 de I'ull compost en un fons mutant de toy, mentre que I'allel normal de toy
rescata |'ocel, la capsula del cap i I'antena en un fons mutant ey (Punzo i col. 2002;
Kronhamn i col. 2002).

Per tal d'estudiar-ne la funci6, Halder i col. (1995) van construir organismes
transgénics capagos d’expressar el gen eyeless de manera ectopica (amb la tecnica
de dpp-Gald:UAS-ey) en altres discs imaginals a part del disc d’ull-antena. Aixi, van
aconseguir obtenir organismes que generaven ulls compostos ectopics a daltres
regions del cos, com a l'ala, a les antenes i a les potes (Halder i col., 1995), (Figura
4.5a i 4.5b). Aquests experiments van portar al grup de W. Gehring a suggerir que ey
seria un gen major del desenvolupament. Aquest concepte esta actualment encara en
fase de debat.

Posteriorment, amb l'aillament del gen toy, es va comprovar que amb I'expressio
ectopica de foy també s’induia I'expressio d’ey i, aixi, també a la formacié d'ulls
ectopics (Czerny i col., 1999) (Figura 4.5b).

Figura 4.5a Microscopia electronica d’'scaner dels ulls ectopics de
Drosophila formats a A) antenes, B) ales i antenes. C) Ampliaci6 de la
fotografia A on s’observa que I'ull ectopic (esquerra) presenta un patrd
d’organitzaci6 molt semblant a I'ull normal. Algunes de les facetes
estan, pero, fusionades o presenten petites irregularitats. D)
Amplificaci6 de la fotografia B on també observem un patrod
d’organitzacié de I'ull ectopic igual al de la fotografia C. Tret de Halder i
col., 1995.

Els gens eyg i toe també s’expressen al primordi del disc imaginal d’'ull-antena a
I'embrié de Drosophila. La seva expressié s’atura al primer estadi larvari i es reactiva
de nou a finals de la segona fase larvaria on eyg tindra un paper funcional critic.
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Eyg és necessari per al desenvolupament de l'ull, ja que els mutants de pérdua de
funcié presenten un fenotip de reduccio i, fins i tot, pérdua dels ulls. | també van
obtenir fenotips amb ulls ectopics utilitzant la técnica d’expressié ectopica d’eyg induit
per dpp-Gal4. Aquests ulls, perd, es generaven només a partir del disc imaginal d'ull-
antena (Jang i col., 2003).

En estudiar la possible relacié entre eyg i ey s’ha vist que no s’autorregulen entre
ells, perd que actuen de manera sinergica en el desenvolupament de l'ull. Aixi els
dobles mutants hipomorfics mostren un fenotip de manca d'ulls més acusat i la
coexpressioé d’'ambdoés gens causa un sinergisme positiu en la formacié d'ulls ectopics
(Jan i col., 2003).

Els resultats obtinguts per M. Dominguez i col-laboradors (2004) conclouen que ey i
eyg estan regulats de manera independent i mentre que ey participa en la
determinacié de I'ull, eyg esta implicat en el creixement. Aixd0 ens indica que la
determinaci6 i el creixement de l'ull de Drosophila es regeixen per dos processos
independents.

Figura 4.5b Induccié dulls ectopics a
Drosophila per mitja de I'expressi6 dirigida
dels gens eyeless i twin of eyeless. En
ambdos casos s’aprecien ulls ectopics a
cadascuna de les tres potes i a les ales, a
part de l'ull compost normal. Modificat de
Sal6 2004.

4.5 PAX6 A VERTEBRATS
4.5.1 Lull de vertebrats

El desenvolupament morfologic de I'ull de vertebrats comenga amb un embossament
del diencéfal anomenat vesicula optica. Aquesta vesicula contacta posteriorment amb
la paret de I'ectoderm del cap i aquest contacte provoca la induccié d’un engrossiment
pseudoestratificat de I'ectoderm anomenat placa de la lent. La placa de la lent
s’invagina i separa de l'ectoderm que l'envolta per formar la vesicula de la lent.
Finalment les cel-lules de la vesicula de la lent es diferencien en les cél-lules fibroses
caracteristiques de la lent adulta. | a la vegada, la vesicula optica es doblega cap
endins seu i envolta la vesicula de la lent i formant la copa optica. La copa Optica
acabara comprenent les capes neural i pigmentada de la retina adulta (Pei, 1970)
(Figura 4.6).
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Figura 4.6 Esquema del desenvolupament de I'ull a vertebrats. A) La formacié de la vesicula optica s'inicia
amb I'evaginacié (indicat amb una sageta) de la presumptiva regié del cervell anterior formant I'Optic pit. La
regié de la vesicula optica es divideix en una regi6é dorsal-distal (verd), que conté la presumptiva retina
neural (PNR) i I'epiteli retinal pigmentat (RPE), i una regié proximal-ventral, que déna lloc al presumptiu
peduncle optic ventral (POS). PLE; presumptiu ectoderm de la lent; MF meséenquima; VF cervell anterior
ventral; PCM, mesoderm precordal. B) El creixement continuat de la vesicula optica es culmina durant el
periode d’estret contacte entre la placa de la lent (LP) i la presumptiva retina neural (NR), on es produeix un
important intercanvi de senyals inductius. RPE, presumptiu epiteli retinal pigmentat; VOS, peduncle optic
ventral; DOS, peduncle optic dorsal. C) Formaci6 de la vesicula de la lent (LV) i de la retina neural (NR) per
invaginacio6 de la vesicula optica. Aixi queda ja establert el conjunt d’estructures que formaran I'ull. En el punt
d’unié entre la retina neural i 'RPE s’originen els components dels cos ciliar i de l'iris (C/I). D) Ull madur; C,
cornia; LE, epiteli de la lent; LF, cél'lules de la lent; |, iris; CB, cos ciliar; GCL, capa de cél-lules ganglionars;
INL, capa nuclear interna; ONL, capa nuclear externa; ON, nervi optic.

Colors: blau, lent/cornia; verd, retina neural; groc, RPE; lila; peduncle optic; vermell, cervell anterior ventral;
gris, mesénquima. Tret de Chow i Lang, 2001.

4.5.2 Expressié i Funcio

L’expressi6 de Pax6 durant els estadis primerencs del desenvolupament dels

vertebrats comenca cap al final de la gastrulacié a placa neural anterior (Del Rio-
Tsonis, 1995), i a mesura que avanga la neurulacié I'expressio es concentra a la regio
dorsodistal del territori optic on es forma la vesicula optica i també a I'ectoderm
presumptiu de la lent. Pax6 s’expressa per tot en el desenvolupament de la copa
optica (Grindley, 1995) i en la retina diferenciada presenta una expressié molt intensa
a les céllules ganglionars i amacrines.
Abans de la induccié de la lent, Pax6 s’expressa en un ampli domini de I'ectoderm
cefalic i a la vesicula optica, posteriorment, I'expressié queda restringida a la placa de
la lent, vesicula de la lent i vesicula optica (Figura 4.7). La restricci6 de Pax6 a
I'ectoderm de la placa de la lent és anterior a I'engruiximent de I'ectoderm, i suggereix
que I'expressié de Pax6 a I'ectoderm ve regulada en resposta a senyals inductors de la
vesicula optica.
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Figura 4.7 Hibridacio in situ whole-mount (seccions) que mostra I'expressié de Pax6 en el desenvolupament
de l'ull de ratoli. A) A E8.5, Pax6 s’expressa a la vesicula optica (ov) i a I'ectoderm que la recobreix
(sagetes). B) A E9.0, la vesicula optica contacta amb la superficie de I'ectoderm i Pax6 s’expressa en un
ampli domini de I'ectoderm cefalic i a la vesicula optica. C) A I'estadi E9.5, abans de I'engrossiment de
I'ectoderm cefalic I'expressié de Pax6 queda restringida a la placoda presumptiva (Ip). D) A I'estadi E10.5
es detecta Pax6 a la vesicula de la lent i a la copa oOptica. Rpe, epiteli retinal pigmentat; nr neuroretina. Tret
de S. Wawersik i R.L. Maas, 2000.

A més daquesta expressid6 en els ulls, Pax6 també és essencial per al
desenvolupament d’altres regions i 0rgans com I'epiteli nasal (Hogan, 1986), el cervell
(Grindley, 1997), el pancreas (St-Onge, 1997) i les glandules lacrimals (Makarenkova,
2000).

Els mutants de perdua de funcié de Pax6 sén semidominants i en heterozigosi donen
lloc al fenotip Small eye (Sey) a ratoli (Hill, 1991, Hogan 1986), que es caracteritza per
cataractogénesi, hipoplasia de liris i microftalmia. En humans, mutacions similars
causen la sindrome d’Aniridia (Glaser, 1992).

Una unica copia del locus Pax6 podia rescatar el fenotip Sey. Pero els estudis de
Schedl i col. (1996), en els que s’introduien copies addicionals del locus Pax6 en
ratolins transgénics i observaven defectes en el desenvolupament dels ulls, els van
portar a la idea que un dosatge génic de Pax6 era important per al desenvolupament
normal de I'ull.

Ratolins amb una mutacié Sey en homozigosi sén anoftalmics i moren al néixer.
Aquests mutants presenten vesicula optica perd no es constricciona proximalment, fet
que produeix un espai peduncular luminal.

La capacitat de Pax6 d’induir ulls ectopics déna suport a la idea que aquest gen té
un paper critic en els estadis primerencs del desenvolupament dels ulls. Estudis
d’expressi6 ectopica dels gens Pax6 de ratoli (Halder, 1995), calamar (Tomarev, 1997)
o ascidies (Glardon, 1997) en els discs imaginals no d’'ull de Drosophila donaven lloc a
la formacié d’ulls ectopics en aquests discs. També, s’aconseguia la induccié d’ulls
ectopics a Xenopus, per expressié ectopica del gen Pax6 i, fins i tot, s'induia a
I'expressiod ectopica de gens primerencs del desenvolupament d’ull com Otx2, Rx, Six3
i el mateix Pax6 endogen (Chow, 1999). Aquest ulls ectopics només es formaven quan
s’injectava el mMRNA de Pax6 als blastomers del pol animal dorsal (zona que doéna lloc
als teixits ectodérmic i neural) i aixo indicava que es requereixen altres factors, a més
de Pax6, per a la induccio ectopica dels ulls. | també en els experiments reciprocs,
amb la injecci6 de mRNA dels gens ey i toy s’ha pogut induir la formaci6é de retines,
d’epiteli retinal pigmentat i de lents a Xenopus (Onuma i col., 2002) (Figura 4.8).
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Figura 4.8 Expressio ectopica d’ey i toy a Xenopus. A) Organismes control. B) Induccié d’epiteli
pigmentat per injecci6 d’'RNA d’ey. C) Duplicacié dels ulls per injecci6 de RNA de toy. Esc barres
1mm. Modificat de Gehring 2004.

Per a l'estudi d’estadis més tardans en el desenvolupament dels ulls van construir
ratolins quimera derivats de ratolins Sey/Sey i cél-lules salvatges, Aquests estudis van
revelar que hi havia un requeriment autdonom cel-lular de Pax6 a les lents, a la vesicula
optica, i a la retina. | finalment la utilitzacié d’'un al-lel condicional Pax6 nul, activat per
I'expressié d’'un enhancer-dirigit Cre de retina mostrva que Pax6 té un paper essencial
en el manteniment de I'estat multipotent de les cél-lules progenitores de la retina
(Marquardt, 2001).

4.6 PAX6 A ALTRES ORGANISMES MODEL
4.6.1 Cnidaris

Els cnidaris son el filum més basal amb un sistema visual ben desenvolupat i
localitzat en una estructura sensorial especialitzada anomenada rhopalia (Figura 4.9 A
i B), amb un ull gran, un ull petit i un estatocist. La medusa Tripedalia cystophora té un
ull en forma de camera amb lent i, fins i tot, tres tipus de cristal-lins. Tripedalia té un
Unic gen Pax, paxB, que codifica per un hibrid estructural i funcional de Pax6 y Pax2-5-
8 (Kozmik i col., 2003). La proteina PaxB té un domini paired-like tipus Pax2-5-8, té un
octapéptid i també té un homeodomini tipus Pax6 (Figura 4.9 C).

Figura 4.9 A) Imatge d’'una medusa adulta de T. cystophora on observem els
sensors rhopalia (fletxes). Vista des de la part inferior, en el recuadre. B)
Rhopalium ampliat i tenyit amb dye fluorescent i pseudopintat en groc. C)
Dibuix esquematic de les estructures de les proteines PaxB, Pax2/5/8 i Pax6.
Modificat de Piatigorsky i Kozmic, 2004.
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Funcionalment, el domini paired de paxB conserva la propietat d’unié al DNA com els
gens Pax2-5-8 i també els dominis d’activacio i inhibicié. A ligual que Pax6, paxB
activa el gen que activa I'expressio dels cristal-lins de la medusa i també activa els
promotors de la rodopsina rh6 de Drosophila i, fins i tot, indueix petits ulls ectopics a
Drosophila. Finalment, també reverteix la pérdua de funci6 del gen pax2 de
Drosophila.

Per hibridacié in situ, van observar expressio de paxB tant a les lents com a la retina
i 'estatocist (KozmiK i col., 2003). Veiem, doncs, que paxB es podria considerar el gen
ancestral a partir del qual als Bilaterals es formaren els gens Pax6 i Pax2.

4.6.2 Nemertins

S’ha aillat un Unic gen Pax6 al nemerti Linneus sanguineus (Loosli i col., 1996). A
nivell estructural aquest gen comparteix una gran homologia de seqiiéncia i diversos
llocs d’splicing amb els gens de mamifers i Drosophila.

L. sanguineus no es reprodueix sexualment al laboratori pero atenent a la seva gran
capacitat de regeneracio, s’ha estudiat I'expressié de Lspax6 durant la regeneracio6 del
cap després de ser decapitat.

La seva expressid6 es detecta als organs cerebrals regenerants, localitzats
bilateralment i amb una funci6 olfactoria, com també passa al peix zebra (Krauss i col.,
1991) i al ratoli (Whalter i col., 1991). En estadis més tardans de regeneracio, i de
manera anterior als organs cerebrals, apareixen dos dominis nous d’expressié que
estan correlacionats tant temporalment com espacial amb I'aparici6 dels ulls.

4.6.3 Ascidies

L’ascidia Phallusia mamilata és un urocordat que presenta una fase larvaria. La larva
és la que presenta una notocorda primitiva, el cervell, un cord6é nerviés dorsal, un
estatocist (organ sensorial gravitatori) i un ocel. L’'ocel esta compost d’'unes poques
cél-lules pigmentades, cél-lules sensorials i cel-lules que formen la lent.

El gen Pax6 de P. mamilata (Glardon, 1997) ja s’expressa des dels estadis tardans
de la gastrula en diverses regions de la placa neural en desenvolupament. A I'estadi
de tailbud s’expressa al cord6 espinal i a les vesicules del cervell on es formaran els
organs sensorials (ocel i estatocist), fet que suggereix una funcié important en el
desenvolupament dels organs sensorials.

En introduir el gen Pax6 de P. mamilata a Drosophila i activar-ne la seva expressio
ectopica s’indueix la formacié d'ulls ectopics a Drosophila.

4.6.4 Annelids

L’annélid Platynereis dumerilii (poliquet) desenvolupa dos tipus d'ulls, un parell d’ulls
larvaris i dos parells d’'ulls en forma de copa a I'adult. Els ulls larvaris estan formats
només per una Unica cél-lula pigmentada i una de fotoreceptora i serien també molt
semblants al proto-ull proposat per Darwin.

Els estudis d’expressié del gen Platynereis pax6 mostren que aquest gen s’expressa
en les cél-lules precursores dels ulls larvaris i en els ulls larvaris diferenciats, perd no
sembla que s’expressi durant el desenvolupament dels ulls de I'adult (Arendt i col.,
2002) (Figura 4.10). En aquest cas Platynereis pax6 no estaria implicat en el control
transcripcional de la diferenciacié de I'ull adult.

34



INTRODUCCIO

Figura 4.10 A) Expressi6 del gen Pdpax6 durant el desenvolupament de I'ull de la larva a 36h. Les
fletxes blanques indiquen la regi6 dels ulls. B) Expressi6 del gen Pdpax6 durant el
desenvolupament dels ulls adults de la larva metatrocofora de 2 dies. C) Esquema de I'expressio
del gen Pdpax6 en lila. ae; ulls adults, le; ulls larvaris. oa; territori presumptiu de I'ull. oc; comissura
optica. ant; antenes. plp; palps. Modificat de Arendt i col., 2002.

4.6.5 Amfiox

S’ha aillat un Unic gen Pax6 (AmphiPax6) al cefalocordat B. Floridae amb una alta
homologia amb el gen Pax6 de vertebrats (92% d’homologia amb el domini paired de
vertebrats i 100% d’homologia amb el domini homeodtic) (Glardon et al., 1998).

El gen AmphiPax6 s’expressa des de l'estadi d’embri6 a I'epidermis anterior i
aquesta expressié estaria relacionada amb el desenvolupament de I'epiteli olfactori.
També es detecta expressi6 al diverticle de Hatschek que donara lloc a 'lhomoleg de
I'hipofisi. Hi ha una zona d’expressié a la placa neural anterior que es restringira
finalment dins de la vesicula cerebral. Aquesta zona inclou les cél-lules que es
diferenciaran per formar els cossos lamelars, que serien els homolegs de I'ull pineal de
vertebrats.

A l'estadi de néurula, AmphiPax6 també s’expressa a les cél-lules ventrals a la zona
anterior del cordd nervids. Aquestes cél-lules sén les precursores dels fotoreceptors de
I'ull frontal, que seria ’homoleg dels ulls de vertebrats (Figura 4.11).

Per contra del que s’esperaria, AmphiPax6 no s’expressa en els altres dos tipus de
fotoreceptors de I'animal, ni a les Joseph cells ni a I'érgan de Hesse.

Figura 4.11 A dalt, hibridacié in-situ de la
larva d’amfiox on s’observa marcatge
d’AmphiPax6 a I'ectoderm anterior, vesicula
cerebral i al diverticle de Hatschek. La fletxa
indica la taca primaria pigmentada. A baix,
Esquema de les diferents parts d’un amfiox
on localitzem els quatre grups de cél-lules
fotoreceptores; ull frontal (fe), érgan lamelar
(lo), Joseph cells (jc) i organs de Hesse (oh).
Esc. barra 50 um. Modificat de Glardon i col.,
1998.
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5. GENS SIX/ISO

5.1 INTRODUCCIO

La familia de gens Six/so va ser identificada per homologia amb el gen sineoculis i
degut al seu paper essencial en la morfogénesi de l'ull a Drosophila. A grans trets,
aquesta familia es caracteritza a nivell estructural per presentar dos dominis proteics;
un domini Six i un domini homeodtic, ambdos especialitzats en la funcié d’unio
especifica al DNA i la unié a les proteines Eya. En mamifers s’han trobat fins a sis
gens Six, i també s’han identificat desordres geneétics en humans en els que hi ha
implicats els gens Six.

La caracteritzacio dels gens Six dels molts fila animals ens fa entreveure I'antiguitat
d’aquesta familia génica i Iimportant paper que juguen en diferents contextos del
desenvolupament. Alguns dels membres d’aquesta familia mantenen un rol conservat
com a components d’una xarxa reguladora Pax-Six-Eya-Dach, que ja deuria haver
estat establerta, en un ancestre comu als animals bilaterals, com una caixa génica que
controlaria processos de proliferacié i moviment cel-lular durant 'embriogénesi. Una
d’aquestes caixes esta implicada en la morfogenesi de l'ull, i els seus candidats a
formar-ne part soén el gen sineoculis/Six1-2 i el gen optix/Six3.

5.2 ESTRUCTURA MOLECULAR

Els gens de la familia Six han estat identificats a moltes espécies; humans, ratoli,
pollastre, Xenopus, ascidies, peixos, C. elegans i Drosophila entre d’altres (veure
Kawakami i col., 2000 per referéncies). Tots ells presenten semblances estructurals
(Figura 5.1A) que els caracteritzen:

e Una caixa Six; en posicié anterior al domini homeotic i d’'una llargada que
oscil'la entre 110 i 115 aminoacids. Aquesta caixa t¢ com a funcié unir-se al
DNA pero també se n’ha descrit la uni6 proteina-proteina, ja que aquest domini
Six interactua amb el domini Eya (ED) de les proteines Eya (Pignoni, 1997).
Excepte en el cas de la proteina Six3, s’ha identificat la interaccidé especifica
dels dominis homolegs conservats entre les proteines Eya i Six a ratoli
(Heanue, 1999; Ohto, 1999) i a planaria (Mannini i col., 2004).

e Un homeodomini de tipus Six; domini de 60 aminoacids i caracteristic
d’aquesta familia per la manca de dos aminoacids altament conservats a la
majoria de proteines amb homeodomini; una arginina en posici6 5 i una
glutamina en posici6é 12 de I'helix 1.

Les proteines Six/so s’han classificat en base a la seqiiencia tant de la caixa Six com
de 'homeodomini en tres subfamilies; Six1-2, Six3-6 i Six4-5 (Figura 5.1B). La
conservacio de les sequéncies és més alta entre els gens membres de cada una de
les subfamilies. Seo i col-laboradors (1999) van detectar un tetrapéptid en posicié N-
terminal del domini homeodtic que permet, juntament amb altres caracteristiques,
classificar cada proteina Six dins de la seva subfamilia. Aixi, les proteines del grup
Six1-2 mantenen el tetrapéptit ETSY, les de grup Six3-6 mantenen la seqiiencia QKTH
i les del grup Six4-5 la sequéncia ETVY (Figura 5.1B).
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Figura 5.1 Estructura de la familia de proteines Six. A) Representacié de les proteines Six de ratoli; domini Six (blau
cel) i homeodomini de tipus Six (groc) amb els percentatges d’identitat de sequéncia. Els dominis d’activacié (AD) del
les proteines Six4 i Six5 estan marcats en gris. B) Alineament de les seqliencies dels dominis Six i homeotic. Els
asteriscs indiquen els aminoacids conservats en totes les proteines Six. S’ha requadrat el tetrapéptid que permet
classificar les diferents proteines Six en tres subgrups Six1-2, Six3-6 i Six 4-5. Tret de Kawakami i col., 2000.

5.3 ELS GENS S/IX A INVERTEBRATS

Per entendre la funcié dels gens Six és indispensable analitzar-ne la seva expressio.
Drosophila, com a organisme model més conegut, ha estat clau per aquesta finalitat.
Actualment s’han aillat tres gens de la familia Six a Drosophila, cadascun dels quals
pertany a un dels tres subgrups. Aixi tenim a sineoculis com a representant del grup
Six1-2, optix (Dsix3) del grup Six3-6 i Dsix4 del grup Six4-5.

El primer gen aillat fou sineoculis (so) i es va constatar que jugava un paper
essencial en el control de la morfogénesi de I'ull (Cheyette, 1994). L’estudi del primer
mutant obtingut (so7), que conté una delecié intronica, afectava tant I'estructura dels
ulls compostos com la dels ocels de I'adult i produia un fenotip de manca d'ulls
(Heitzler i col., 1993).

Més tard, una nova mutacié (somda) obtinguda per transposicié d’'un element P
també provocava multiples aberracions ja a nivell embrionari i larvari (Serikaku, 1994).
En aquest mutant la reducci6 de I'expressio de so es produeix en el desenvolupament
embrionari i aixd provoca un desenvolupament aberrant del lIdbul optic embrionari i
dels fotoreceptors larvaris (6rgan de Bolwig). Posteriorment, I'adult no és capag de
projectar els axons provinents dels fotoreceptors cap al gangli optic i aquesta manca
de connexi6 axonal porta a una degeneracio dels fotoreceptors per apoptosi.

Aixi, doncs, el gen so és necessari per al desenvolupament de tot el sistema visual
de Drosophila, incloent els ulls compostos adults, els ocels, el lobul optic i, fins i tot,
I’d0rgan fotoreceptor larvari o o0rgan de Bolwig.

Posteriorment, s’han descrit dos nous gens Six a Drosophila, el gen optix (Dsix3) i el
gen DSix4 i la seva analisi d’expressi6 (Seo, 1999) revela que ambdds gens
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s’expressen molt aviat i també en arees molt restringides de la regi¢ del cap (cervell i
apéndix) de I'embri6 i de la larva, fet que suggereix que els gens Six a Drosophila
tenen un paper important en el desenvolupament dels drgans cefalics.

Dsix4 pero, no s’expressa a 'ull de Drosophila mentre que optix si que ho fa. El gen
optix té un patré d’expressio similar a ey al primordi de l'ull i també té una expressio
anterior al MF en el disc imaginal d’'ull-antena.

L’expressi6 ectopica d’optix en el disc d’antena provoca la induccié d’ull ectopics a
les antenes, donant a optix un paper essencial per al desenvolupament de I'ull pero, al
igual que eyg, no estaria involucrat en la xarxa morfogenética de l'ull. Aixi, I'expressio
d’optix és completament independent de I'expressidé d’ey, ja que els ulls induits per
I'expressid ectopica d’optix no expressen ey i, a més, optix pot induir ulls ectopics en
mosques deficients d’ey (Seimiya i Gehring, 2000).

A C. elegans s’han descrit 4 membres de la familia Six: ceh-32, ceh-33, ceh-34 i ceh-
35. Els estudis realitzats per Dozier i col.laboradors (2001) demostren que ceh-32 té
un paper important en la morfogénesi del cap i també suggereixen que aquest gen
actuaria downstream i directament regulat per vab-3 (I'ortoleg de Pax6 a C. elegans).
De moment, i respecte als altres tres gens, només es coneix que ceh-33 i ceh-35 no
estarien implicats en la morfogénesi del cap.

En el cas d’annélids, els treballs d’Arendt i col. (2002) amb el poliquet Platynereis
dumerilii, s’ha descrit un gen Six1/2 (Pdsix1-2) i se’n detecta I'expressié tant en les
dues cél-lules que formen I'ull larvari com al parell d’ulls de I'adult (Figura 5.2). A I'igual
que Drosophila, aquest gen estaria implicat en el desenvolupament de tot el sistema
visual de P. dumerilii. Aquest grup suggereix, a partir d’aquests resultats, un paper
evolutivament antic dels gens Six7/2 en I'especificacié primerenca dels sistemes
visuals dels Protostoms.

”u.,,_-,n .

Figura 5.2 A) Expressié del gen Pdsix71-2 durant el desenvolupament de I'ull de la larva a 36h. Les fletxes
blanques indiquen la regi6 dels ulls. B) Expressié del gen Pdsix7-2 durant el desenvolupament dels ulls adults
de la larva metatrocofora de 2 dies. C) Expressi6 del gen de la opsina en el mateix estadi que B. D) Esquema
de I'expressi6 del gen Pdsix1-2 en groc. ae; ulls adults, le; ulls larvaris. oa; territori presumptiu de I'ull. oc;
comissura optica. ant; antenes. plp; palps. Modificat de Arendt i col., 2002.

5.4 ELS GENS S/X A VERTEBRATS

Homodlegs dels gens so i optix han estat identificats a humans (Boucher, 1996),
pollastre (Bovolenta, 1996), ratoli (Oliver, 1995), peix zebra (Seo, 1998; Kobayashi,
1998) i al peix medaka (Loosli, 1998). Es fa dificil, perd, parlar de quins d’aquests gens
son ortdlegs o paralegs entre vertebrats i invertebrats, degut al nombre de gens, als
seus patrons d’expressié i al que es coneix de la seva funcié.

Basant-se en els patrons d’expressi6 en vertebrats i en resultats de sobreexpressio,
el grup Six3-6 esta clarament implicat en el desenvolupament del cervell anterior i
estructures relacionades amb els ulls. Han estat identificades mutacions del gen Six3
huma, en heterozigosi, en sis casos d’holoprosencefalia (Wallis, 1999). La preséncia
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de defectes severs en el cervell i de microftalmia en aquest casos, donen suport al
paper de Six3 en el desenvolupament de la placa neural anterior i els ulls.

La sobreexpressi6 de Six3 al peix medaka indueix a la formacié d’'una retina
ectopica (Loosli, 1999) i també I'expressié ectopica de Six3 de ratoli al peix medaka
pot induir la formaci6é ectopica de lents (Oliver,1996). L'expressié ectopica de Six6
(també anomenat Optix2) a pollastre indueix a la transdiferenciacié de les cel-lules de
I'epiteli pigmentat de la retina a una forma de cél-lula neuronal i/o fotoreceptora (Toy,
1998). L’expressio ectopica de Six3 a peix zebra també resulta en un engrandiment de
la zona rostral del cervell anterior i del peduncle optic (Kobayashi i col., 1998).

La sobreexpressié de Six6 a Xenopus, en canvi, porta a un increment de la mida de
I'ull, i es creu que esta associat al paper d’aquest gen en l'increment de la proliferacié
cel-lular (Zuber, 1999).

Finalment, els gens de les subfamilies Six7-2 i Six4-5 semblen estar implicats en el
control de la miogénesi. Només s’ha descrit I'expressié deébil del gen Six5 durant el
desenvolupament de la retina de ratoli i a la neuroretina adulta i ratolins tant amb una
deleci6é heterozigdtica com homozigodtica de Six5 desenvolupen cataractes. Sembla,
doncs, que Six5 tindria una funcié en el manteniment de les lents adultes de vertebrats
(veure Kawakami, 2000 per referéncies).
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Figura 5.4 Patrons d’expressi6 i localitzacié6 cromosomica dels gens de la familia Six a
ratoli. A) Representacié6 esquematica de I'expressié dels gens Six a I'embrié on
observem que els gens Six3 i Six6 s’expressen a la placa del nas (NP), al quiasma
optic (OC), a la vesicula optica (OV), a la bossa de Rathke (RP) i al cervell anterior
(FB). B) Expressi6 dels gens Six3 i Six6 durant el desenvolupament de I'ull (E 13.5).
Lent (LE), neuroretina (NR) i epiteli retinia pigmentat (RPE). Modificat de Kawakami i
col., 2002.
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6. UNA XARXA GENICA IMPLICADA EN LA MORFOGENESI DELS ULLS

6.1 UNA XARXA GENICA PER A LA MORFOGENESI| DELS SISTEMES
VISUALS DE DROSOPHILA

El desenvolupament dels ulls de Drosophila no només esta sota el control de ey, toy,
i eyg, ja que mutacions en altres gens també es tradueixen en defectes en el
desenvolupament dels ulls, com son: sineoculis (so) (ja descrit a I'apartat 5.3), eyes
absent (eya) i dachshund (dac) que ambdos codifiquen per proteines nuclears (Bonini,
1993; Mardon, 1994, respectivament).

L’analisi dels patrons d’expressio i I'aproximacié genética de tots aquests gens ha
permeés interelacionar-los de forma seqiencial i jerarquica durant els processos del
desenvolupament del sistema visual de Drosophila. Toy és el primer dells en
expressar-se durant I'embriogénesi i activa a ey al primordi de l'ull, on ja també
s’expressa eyg (Czerny, 1999). Recordem que so és necessari per al
desenvolupament de tots els sistemes visuals ja que és requerit per la formacié dels
ulls compostos, dels ocels, del 10bul optic del cervell i dels fotoreceptors larvaris o
organs de Bolwig. Eya s’expressa més tard en la morfogénesi dels ulls compostos i a
la regidé on s’especificaran els ocels als discs imaginals d'ull, al final de la 2a fase
larvaria i durant la 3a fase larvaria ( Punzo, 2002 per referéncies).

El gen so té una funcié downstream d’ey (Halder i col., 1998) i s’han identificat 5 llocs
d’'unié d’ey i toy a I'enhancer de so (ey en reconeix 2 mentre que toy reconeix els 5
llocs d’'unié) (Punzo i col., 2002). Per altra banda, la proteina So interactua fisicament
amb Eya amb la que formen un complex proteic que reactiva I'expressié d’ey. Aquest
complex So-Eya és capag¢ d'induir ulls ectopics a Drosophila (Bonini, 1997; Pignoni,
1997). So i eya son induits per ey i es requereix I'expressio d’ambdos gens de forma
independent per a la induccié d’ulls ectopics per sobreexpressidé d’ey, perd no a la
inversa.

La proteina Eya presenta un domini C-terminal anomenat domini Eya (ED). Com ja
hem comentat, és el domini que interactua amb la proteina So i té una funci6 de
coactivacié transcripcional. Recentment, s’ha descrit una segona funcié d’aquest
domini ED com a motiu catalitic de la familia d’enzims haloacid dehalogenasa amb una
activitat fosfatasa. Aquesta activitat és imprescindible pel desenvolupament de l'ull de
Drosophila (Rayapureddi i col., 2003).

El gen dac codifica per una nova proteina nuclear amb dos dominis conservats, el
domini DachBox-N i el domini DachBox-C (Kozmik i col., 1999). En aquest tltim domini
se li prediu la funcié d’interaccié proteina-proteina amb el domini ED de la proteina
Eya (Cheni col., 1997).

Els gens eya i dac també son capagos d’'imposar una morfologia d’ull a teixits no
oculars (Bonini, 1997; Shen, 1997), perd quan s’expressa ectopicament a la vegada
eya amb dac o eya amb so la induccio d'ull ectopics és més acusada, suposadament
per les interaccions proteina-proteina entre eya i dac o so (Chen, 1997; Pignoni, 1997).

La induccié d'ulls ectopics produida tant per I'expressio ectopica d’ey, com eya i dac
0 eya i so només té lloc en regions on també s’hi coexpressa decapentaplegic (dpp),
un gen membre de la familia de factors de creixement dels TGF-8 (Chen, 1999).
Sembla doncs, que ey i dpp actuen sinérgicament en aquesta induccioé perd no s’ha
intuit cap mecanisme de regulacié entre els dos.

Les analisis d’epistassia d’aquests gens ens indiquen, doncs, que ftoy, ey i dpp
actuen upstream de so, eya i dac (Halder, 1998; Niimi, 1999; Chen, 1999 i
Zimmerman, 2000). En el cas de so ja hem comentat que s’han trobat enhancers
especifics d’ull que regulen la seva expressié on s’hi uneixen les proteines Ey en el
desenvolupament de I'ull compost (Niimi , 1999) o bé Toy en el desenvolupament dels
ocels (Punzo, 2002). Dac, pero, actuaria més downstream que eya i so, que a la
vegada estarien regulats entre ells.
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So, eya i dac, a més, formen un complex que regula en feed-back I'expressio d’ey.
En els experiments en que s’indueixen ulls ectopics per I'expressio ectopica d’aquests
tres gens també s’indueix I'expressié d’ey i es requereix la funcié d’ey, mentre que no
hi ha induccio6 de I'expressié de toy (Wawersik, 2000 per referéncies).

Un cas a part és, com hem esmentat, eyegone (eyg) que no estaria implicat en
I'especificacio d’ulls sind que, regulat per notch intervindria en el control de la
proliferacié de les cél-lules precursores oculars i aixi regularia el creixement de 'ull de
manera independent a ey i a la resta de gens implicats en la determinaci6 i
diferenciacié de I'ull (Dominguez i col. 2004).

| també ens resta pendent introduir un altre cas a part, el gen optix, amb un paper
essencial també en el desenvolupament de I'ull perd que no participa en aquesta xarxa
geénica.

Tots aquest treballs han permés proposar alguns models que intenten globalitzar la
complexitat de la xarxa génica que coordinaria, inicialment, la induccié de la formacio
del primordi de I'ull a I'embrié (Figura. 6.1: Embrid), després, al final de la 2a fase
larvaria, es reactivaria per tal d’iniciar la determinacié de I'ull (Figura 6.1: Disc imaginal
d’ull, anterior al MF) i es mantindria a la tercera fase larvaria fins la diferenciacié dels
ulls compostos (Figura. 6.1: Disc imaginal d’ull, MF), i els ocels (Figura 6.1: Ocel) de
Drosophila.

| EMBRIO I DISC IMAGINAL D'ULL || oceL |
[ ANTERICR AL MF ] [ MF ]
EYGIOE
! |
| ]
| A — A «— ] =
% N/ |
DAL DFTl}( DAL -
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| CREIXEMENT | [ ESPECIFICACIS |
DETERMINACIO DEL DETERMINACIO
FRIMORD! DE L'ULL | DETERMINACIO DE L'ULL COMPOST I DE L'OCEL

Figura 6.1 Models proposats de les interaccions entre els diferents gens que formen la xarxa génica implicada en la
morfogénesi dels ulls i ocels a Drososphila. Les fetxes negres indiquen les relacions epistasiques d’inducci6 entre els
diferents gens i les fletxes blaves indiquen retroregulacié (feedback) positiva.

6.2 CONSERVACIO DE LA XARXA GENICA A VERTEBRATS

Des del descobriment de la xarxa genica implicada en el desenvolupament de 'ull a
Drosophila i de la identificacié de gens molt semblants a vertebrats ha estat de gran
interés analitzar la possible conservacié d’aquesta xarxa durant la morfogénesi dels
ulls de vertebrats. La comparacioé dels gens implicats en la xarxa d’ulls a invertebrats i
vertebrats és dificil degut a I'existéncia dels multiples membres que trobem a cada
familia génica.

En aquest apartat presentem algunes de les semblances i diferéncies que donarien
consisténcia a la conservacio evolutiva de la xarxa entre vertebrats i invertebrats per
families géniques.
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A) Familia Pax6; EIl gen Pax6 de vertebrats esta clarament més relacionat amb ey i
toy que amb eyg (Gehring i Ikeo, 1999), i sembla que hauria adoptat el paper funcional
dels dos gens de Drosophila. Per altra banda, la isoforma Pax6(5a), produida per un
splicing alternatiu de Pax6, comparteix una alta homologia de seqiéncia i funcié amb
el que seria el seu ortdleg, eyg (Dominguez i col., 2004). Ja hem comentat que
I'expressié de Pax6 ja es detecta des de que es pot identificar la zona presumptiva
d’ull. | a l'igual que a Drosophila, les disrupcions d’aquest gen afecten la formaci6 de
I'ull de vertebrats. Finalment, ja hem comentat també que I'expressi6 ectopica de Pax6
a Xenopus produeix fenotips amb ulls ectopics.

Queda clar, doncs, que el gen Pax6 de vertebrats ha mantingut unes notables
similituds funcionals amb ey.

B) Familia Six; Com s’ha comentat a I'apartat 5.4, es coneixen sis gens (Six7-6)
homolegs a so (Six1), optix (Dsix3) i Dsix4. En aquest cas, es fa molt més dificil
reconeixer els ortolegs de Drosophila, ja que els ortdlegs estructurals del gen so serien
els gens Six1 i Six2 i no sembla que cap d’aquests dos gens tingui un paper essencial
en la morfogeénesi dels ulls de vertebrats. Per altra banda, els ortolegs estructurals del
gen optix serien els gens Six3 i Six6, gens necessaris per a la morfogenesi de I'ull de
vertebrats.

Mentre que a Drosophila els mecanismes d’acci6é d’optix sén independents als d’ey,
sembla que a vertebrats si que hi ha dependéncia de Six3 i Six6 amb Pax6 tot i que
depén de les especies estudiades i dels diferents compartiments de Il'ull en
desenvolupament.

Per altra banda, recordem I'actuacié sinérgica de so amb eya, per un mecanismes
d'unié proteina-proteina, a Drosophila. optix per contra, no forma aquest complex
(Ohto i col., 1999). | a vertebrats no s’ha descrit cap interacci6 forta entre Six3 o Six6 i
algun dels gens de la familia Eya. En canvi si que s’ha descrit una interaccié entre
Six6 i les proteines Dach (Li i col., 2002), caracteristica que seria Unica de vertebrats.

Aixi, doncs, tot i que Six3 i Six6 tenen caracteristiques funcionals dels dos gens
ortdlegs de Drosophila, es fa dificil discernir si tenen més semblances amb optix o
amb so (Donner i Maas, 2004).

C) FEamilia Eya; S’han descrit quatre homolegs del gen eya (Eya1-4) a vertebrats. Els
gens Eya1l, Eya2 i Eya3 s’expressen durant el desenvolupament de I'ull, mentre que
no s’hi expressa el gen Eya4. Segons els patrons d’expressié d’aquests tres gens
sembla que han adoptat cadascun una funci6 d’eya diferent. Tot i aixd, mutacions dels
gens Eyat i Eya2 no afecten la morfogénesi de I'ull (Xu i col., 1999; Purcell, 2002), ni
cap dels tres gens sembla tenir un paper essencial com a mitjancers de la funcié de
Pax6. L’anica homologia funcional coneguda és la capacitat d'Eya1, Eya2 i Eya3 de
rescatar la formacié de I'ull a Drosophila en un fons mutant d’eya (Bonini i col., 1997;
Bui i col., 2000), perd sembla que seria una capacitat deguda a I'homologia de
I'estructura d’aquestes proteines i no a un paper especific dels gens Eya en el
desenvolupament de l'ull a vertebrats.

D) Familia Dach; Dels dos homolegs coneguts de dac (Dach1-2) es coneix que el gen
Dach1 s’expressa a la lent i a la periferia de la retina (Purcell, 2002) amb un patré molt
semblant al d'Eyal (Xu i col, 1997) i Pax6 (Heanue, 2002), perd retardat
temporalment respecte a Pax6. No es coneix funcié de Dach2 a I'ull.

L’expressi6 de Dach1 perd no és Pax6 depenent, ni se n’ha pogut conéixer cap
relaci6 amb I'expressioé d’Eya1 (Purcell, 2002).

Sorprenentment, I'expressié de Dach2 pot rescatar el fenotip d’ull del mutant dac a
Drosophila (Heanue, 1999). Aquesta capacitat reflexa la conservacié de la xarxa
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génica en l'organogénesi de vertebrats més que en una conservaci6 especifica de la
funci6 dels gens Dach a I'ull de vertebrats.

Figura 6.2 Taula que mostra, comparativament, els diferents fenotips dels gens implicats en la xarxa morfogenetica de
I'ull de Drosophila i de vertebrats. Tret de Silver i Rebay 2005.

Mammalian
Drosophila gene Mutant phenotype gene Mutant phenotype References
(human/mouse)
Loss of hgad . . - Callaerts et al., 2001;
structures; embryonic In humans, dominant aniridia and g
eyeless (ey) lethal; eye-specific PAX6/Pax6 Peters anomaly; recessive severe CNS ﬁ;i;’;yne;taali’ 11%95 4
4 Y, alleles cause loss of defects. Similar phenotypes observed " P
g ! N . Kronhamn et al., 2002;
eyes; essential for in Pax6 knockout mice. Quiring et al., 1994
adult brain function. g -
twin of eyeless Loss of head
(toy) 4 structures; embryonic
Y lethal.
Embryonic lethal with Mutations in EYA1 linked to Abdelhak et al., 1997;
anterior defects; EYA1/Eyal Branchiooto-renal (BOR) syndrome, Bonini et al., 1993;
eyes absent hypomorphs can have EYA2/Eya2 which is characterized by lung, kidney Bonini et al., 1998;
(eya) loss of eye tissue, as  EYA3/Eya3 and ear defects; similar defects seenin ~ Wayne et al., 2001; Xu et
well as male and EYA4/Eya4 Eya1 knockout mice. Mutations in al., 1999; Xu et al., 2002;
female sterility. human EYA4 linked to deafness. Zimmerman et al., 1997
Defects in eye, brain Cheyette et al., 1994;
and gonad Mutations in SIX1 also associated with  Fabrizio et al., 2003;
sine oculis (so) development; SIX1/Six1 BOR syndrome. Six7 mutant mice Laclef et al., 2003; Ozaki
embryonic lethal; eye-  SIX2/Six2 display defects in ear, kidney, thymus, et al., 2004; Ruf et al.,
specific alleles cause skeletal muscle and nose. 2004; Xu et al., 2003;
loss of eye tissue. Zheng et al., 2003
SIX5 mutations associated with
myotonic dystrophy (DM1); Six5 Kirby et al., 2001; Klesert
sixd Defects in muscle and  SIX4/Six4 knockout mice develop cataracts et al., 2000; Ozaki et al.,
gonad development. SIX5/Six5 similar to individuals with DM1. Mouse ~ 2001; Wansink and
knockouts of Six4 are viable and have Wieringa, 2003
no gross defects.
SIX3 mutations are associated with .
holoprosencephaly; loss of SIX6 is Carl et al., 2002; o
. N . Gallardo et al., 1999; Li
. associated with bilateral anophthalmia 8 N
. SIX3/Six3 o LS et al., 2002; Pasquier et
optix No reported mutants. . and pituitary defects. Similar to the e
SIX6/Six6 . f al., 2000; Seimiya and
human phenotype, Six6-null mice Gehring. 2000: Wallis et
survive but have retinal and pituitary 9. !
. al., 1999
hypoplasia.
Lack eye tissue; leg D_ach1_knockout_m|ce die sot?n after Backman et al., 2003;
defects; those that  DACH1/Dach1 ~ 2irih With no obvious defects; may Davis et al., 2001a;
dachshund (dac) survive to adulthood DAGH2/Dach2 reflect partial redundancy of Dach? and Davis et al.. 2001b;

die within days.

Dach2, which have overlapping
expression.

Mardon et al., 1994
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7. LES OPSINES

7.1 INTRODUCCIO

L’expressio de les opsines és un dels ultims esdeveniments en la diferenciacié de les
cel-lules fotoreceptores, i la preséncia d’'una opsina especifica en aquestes cél-lules és
el primer marcador molecular per distingir els fotoreceptors diferenciats de moltes
altres poblacions cel-lulars. D’aqui la necessitat, per a la realitzacié6 d’aquest treball,
d’obtenir el gen de I'opsina de la planaria Girardia tigrina. Aquest gen ens ha servit en
tot aquest treball com a marcador indiscutible de les cél-lules fotoreceptores un cop
diferenciades i aixi hem pogut fer el seguiment de la morfogénesi de 'ull a planaries.

7.2 LORGANITZACIO DELS SISTEMES VISUALS

La visio és el resultat de dos processos:
- Larecepcié de la llum per mitja de cel-lules fotoreceptores
- Latransduccio i processament d’un senyal neural a la retina

Aquest senyal que arriba a la retina és transmeés al cervell on sera integrat en una
imatge.

A vertebrats, s’han desenvolupat dos sistemes per dur a terme aquestes tasques
visuals (Figura 7.1). La formacié de la imatge, en llum ténue, implica les cél-lules
fotoreceptores anomenades bastons. Els bastons sén cel-lules altament sensibles i
responen a un ampli espectre de longitud d’ona, perd no responen en condicions de
llum intensa.

En el cas de llum intensa son les cél-lules anomenades cons les encarregades de les
funcions visuals. Els cons es poden dividir en varis grups atenent a les molécules
d’'opsina que expressen. Per discriminar entre longituds d’ona de llum diferents, la
familia genica de les opsines s’ha expandit per mitja de diverses duplicacions géniques
que formen un ampli grup de proteines amb unes mateixes i Uniques propietats de
resposta a la llum. Per exemple, a humans hi ha tres tipus de poblacions de cons, els
L, els Siels M, amb opsines diferents que absorbeixen des de longituds d’ona curta (<
500 nm, blau) i mitja (~530 nm, verd) fins a longituds d’ona llargues (~ 560 nm,
vermell) i que donen lloc al conegut sistema visual tricromatic.

RETINA

COMES [
e

FOVEA
Figura 7.1: Tipus de cél-lules fotoreceptores
dels ulls de vertebrats. BASTONS; Localitzats
principalment al perimetre extern de la retina i
PROCESSING tots expressen la rodopsina. Encarregats de

RODS 'D- NEURONS la visi6 en condicions de llum ténue. CONS;

de tipus M (verd) i L (vermell) concentrats al
centre de la retina i rodejats pels S (blau) a la
fovea. Encarregats de la formacié d’'imatges
d’alta resoluci6 i de la percepcié del color.
Modificat de T. Cook i C. Desplan, 2001.
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El sistema d’ull compost de Drosophila comparteix mecanismes similars per a la
percepcié de la llum. Cadascun dels ~750 omatidis que formen I'ull compost conté 8
fotoreceptors, 6 d’externs (R1-R6) i dos d’interns (R7 i R8) i cada receptor expressa un
dels 5 gens de rodopsina (rh).

Com a vertebrats, també trobem dos sistemes visuals especialitzats en tasques
diferents (Figura 7.2). Els receptors externs tenen rabdomers llargs i contenen Rh1
(rodopsina amb un ampli espectre d’absorcié, involucrada en la formacié de I'imatge i
actua en llum ténue. En contrast, els receptors interns R7 i R8 estan més involucrats
en la discriminacié de colors (com els cons de vertebrats), tenen rabdomers més petits
i expressen un patré de rodopsines molt més complex.

Figura 7.2: Tipus de cél-lules fotoreceptores a
Drosophila. Els sis receptors externs contenen
LANIMNA una Unica rodopsina, Rh1, mentre que els
interns expressen un patr6 de rodopsines molt
complex i divideixen 'omatidi en 2 subgrups;
MEDULLA pale (p) i yellow (y). A més, els receptors
interns i externs difereixen en la mida dels
seus rabdomers i la regi6 del lobul optic on
projecten els seus axons. Modificat de T. Cook i
C. Desplan, 2001.

7.3 OPSINES: ESTRUCTURA MOLECULAR

Les opsines son els pigments visuals col-lectors de llum. Estan densament
distribuides a la membrana externa apical de les cél-lules fotoreceptores. Sén les
molécules receptores de la llum i estan formades per un heterodimer:

- L’opsina: Grup proteic, que forma el receptor de 7 héelix transmebrana associat
a proteines G.
- El 3-hidroxi-11-cis-retinal: Grup cromofor.

Ambdos grups estan units covalentment. Després de I'absorcié d’un fotd de llum, el
grup cromofor s’'isomeritza de la forma 11-cis a la configuracié all-trans. Aquest canvi
en la conformacié del grup cromofor dona lloc a un canvi de la conformacié del grup
proteic i a la activacié de les seves propietats catalitiques (Figura 7.3).
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Figura 7.3 Dues imatges de I'estructura d’una rodopsina. Esquerra; Les set hélix o
del receptor acoblat a proteines G s'intercalen entre la membrana lipidica (en groc)
posicionant els seus extrems tant a I'interior de la céllula com a 'espai extracel-lular.
Dreta; El grup cromofor, retinal, es col-loca entre les hélix transmembrana. Es mostra
el retinal en la seva forma cis inactiva (groc) i forma trans activa (rosa). Els nombres
romans indiquen la numeracié de les heélix i el cercle vermell indica la posicié on es
produeix la isomeritzacié del retinal. Tret de Bourne and Meng, 2000.

A Drosophila, la rodopsina, un cop activada (moment en qué rep el nom de
metarodopsina), catalitza I'activacié d’'una proteina G heterotrimérica de la familia Gq
que activa a la vegada la Fosfolipasa C i aquesta activa la via del Fosfatidil inositol que
porta a l'obertura de canals de sodi i calci, procés que produeix una resposta de
despolaritzacié de la membrana.

A vertebrats, en canvi, I'accié de la llum sobre els fotoreceptors activa els sistemes
de transducci6é de senyal via la cGMP-Fosfodiesterasa que es resol en una resposta
hiperpolaritzant de les cél-lules neuronals (Figura 7.4).

3 Fhabuomsic Cilary
ele efe
I_/"'- T-opsin ___'I _/'t-a-up:.iu )
D D
2,3 % ~ L3
/ Gl .
a B ) gup =P
PiRy 0 T g 4
LT / ) POE] J
- .
IPy . ) CGMP b
R TR
ar | _"‘\' At | i
o) o : .,
P ==
\' T - _.". I“‘ '\.I l( -'(
| Figura 7.4 Mecanisme de transduccio6 del
senyal de les opsines. A) Cellula
c Depolarization D Hypespolarization rabdomérica i B) cél-lula ciliada. Podem
F=0k ¥ 0} veure com totes les proteines implicades
[+ E 5 -'\‘ -4 % 8 - en la transducci6 del senyal sén proteines
] gl ™ g2 gl 7 paralogues en els dos tipus de receptors.
iﬁ o - % i = La resposta final del receptor és (C) una
Tire Time despolafitlzagié del receptor en el lt’ipus
rabdomeric i (D) una hiperpolaritzacié en
el tipus ciliat. Tret de Nilsson, 2004.
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7.4 CONTROL DE LA TRANSCRIPCIO DE LES OPSINES A DROSOPHILA

Hi ha evidéncies que suggereixen que la distribucié d’opsines ve regulada a nivell
transcripcional. Un exemple és la regulacié de I'expressié dels subtipus especifics dels
diferents gens rh per les seqliéncies promotores de menys de 600 parells de bases.

Tant els estudis de genética molecular com els de filogénia revelen que aquests
promotors tenen una organitzacié bipartida relativament simple;

e L’'RCSI: Rhodopsin conserved sequence. Sequiencia que confereix identitat al
fotoreceptor.

e Seqliencia RUS: Rhodopsin upstream sequence. Confereix especificitat de
subtipus.

Els treballs de Cook i Desplan (2001) mostren que el factor de transcripcié6 Pax6
actua unint-se a la seqiiéncia RCSI (Figura 7.5). Aquest paper de Pax6 sobre
I'expressio de gens rh va ser suggerit en observar que el lloc RCSI és un lloc d’unio
palindromic per dimers de factors de transcripcié6 amb homeodomini de classe paired.

PR specificity PR identity
s " Y
RUS A RUS B RCSI

P
T 1T T+l

TATA
B )
thI:QI .
T %

Figura 7.5 Organitzacié6 molecular dels promotors de les rodopsines a Drosophila. A)
Els promotors de les rodopsines presenten una organitzaci6é bipolar, amb elements
proximals reguladors especifics de I'expressid6 (RCSI) i elements distals que
proveeixen d’especificitat de subtipus (RUS). B) Un exemple de les potencials
regions reguladores de la rodopsina rh3 de les cél-lules fotoreceptores R7. Modificat
de Cook i Desplan, 2001.

L’analisi bioquimica i genética ha demostrat que Pax6 s’uneix al lloc RCSI pel seu
homeodomini i és un dels responsables de la regulacié de cada gen rh.

Aprofundint més en els llocs RCSI (variables segons el subtipus de rh), s’han
observat nous llocs d’'unié per altres factors de transcripci6 com el de la proteina
Ortodenticle (Otd). Aix0, suggereix que Pax6 interactua directament i juntament amb
altres factors per dirigir I'expressié dels diferents subtipus especifics dels gens rh
(Cook & Desplan, 2001).
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7.5 OPSINES A ALTRES ORGANISMES

S’han aillat gens que codifiquen per opsines en tot el regne animal, tant a eucariotes
com a procariotes. Alguns exemples d’opsines a procariotes son:

a)

Grup Archaea: Les rodopsines del grup archaea tenen com a particularitat que
el grup cromofor és el trans-retinal i funciona activant un bombeig ionic per
activacié de la llum i fototaxi (Spudich, J.L., 1998).

Les rodopsines visuals, comparades amb les d’archaea, mostren poca
identitat de seqliéncia peré comparteixen una estructura secundaria similar (set
dominis d’hélix a transmembrana i un residu de lisina a I'hélix 7, que és la que
forma una unié de base de Schiff amb el grup cromofor). S’han identificat fins a
quatre rodopsines diferents a Halobacterium salinarum.

Fongs: En el fong filamentés Neurospora crassa, la llum blava és clau per a la
regulacié del creixement i diferenciacié cellular (Linden et al, 1997). | s’ha
identificat un gen potencialment receptor de llum a N. Crassa; nop-1 (Bieszke
et al. 1999).

Protistes: Les respostes fototactica i fotofobica de Clamydomonas vénen
mitjangades per les rodopsines i un grup cromofor de tipus all-trans.
Recentment s’ha aillat dues rodopsines més en aquests organismes amb
funcions de canal de protons i de canal de membrana de cations, ambdos
associats a la llum (Nagel i col., 2002,2003).
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OBJECTIUS

L’estudi de la xarxa genica implicada en el desenvolupament del sistema visual de
Drosophila i vertebrats ha resultat en la identificacié de diversos factors de transcripcio
i altres proteines nuclears requerides per a I'especificacié de la morfogénesi dels ulls.

Tenint en compte la gran conservacié dels elements genétics implicats en la
morfogénesi dels ulls entre els diferents organismes tant invertebrats com vertebrats
ens vam plantejar quins serien els elements d’aquesta xarxa en els plathielmints, ja
que aquests organismes tenen uns ulls molt simples semblants als ulls ancestrals
prototipics proposats per Darwin. A més, una altra propietat que fa de les planaries uns
organismes especialment interessants és la seva plasticitat morfoldgica i la gran
capacitat de regenerar les parts del cos que els manquen.

L’objectiu general d’aquesta tesi és, doncs, caracteritzar els diferents elements de la
xarxa génica que regularia la morfogenesi dels ulls de planaries durant el procés de
regeneracio.

Els objectius concrets son:

o Identificar els gens ortdlegs candidats a participar en la xarxa morfogenetica
implicada en la regeneracio dels ulls a planaries i confirmar-ne la seva ortologia
mitjangant comparaci6 de sequéncies amb altres organismes.

e Analitzar el patr6 d’expressié d’aquests gens tant en organismes intactes com
regenerants, per tal de confirmar-ne el seu possible paper en la morfogénesi
dels ulls.

e Realitzar estudis funcionals dels gens préviament aillats mitjancant la tecnica

d’RNA..

o Estudiar les possibles relacions epistasiques d’aquests gens tot comparant-les
amb les relacions dels components de les xarxes géniques, implicades en el
desenvolupament del sistema visual, descrites en altres organismes model.
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RESULTATS

1. EL GEN GTSO (GTSIX1) ES ESSENCIAL PER A LA REGENERACIO DE
L’'ULL A PLANARIES.

Article 1:

Pineda, D., Gonzalez, J., Callaerts, P., Ikeo, K., Gehring, W.J. and Salé, E. (2000).
Searching for the prototypic eye genetic network: Sineoculis is essential for eye
regeneration in planarians. Proc Natl Acad Sci U S A. 2000 Apr 25;97(9):4525-9.

RESUM:

Atenent a la conservaci6 evolutiva de la xarxa génica implicada en la morfogénesi
dels ulls i amb el previ aillament d’'un gen de la familia Pax6 a Girardia tigrina (GtPax6)
del que se n’havia localitzat la seva expressio als ulls de les planaries (Callaerts i col.,
1999) es va orientar aquest treball en la recerca de nous gens d’aquesta xarxa per tal
d’ampliar els coneixements sobre la morfogénesi dels ulls a planaria.

Uns bons candidats eren els gens de la familia sineoculis i el gen que codifica per la
opsina, tots en una posici6 més downsfream que el gen Pax6 i collocats
estratégicament a dos nivells diferents de la xarxa, com préviament ha estat estudiat a
Drosophila i vertebrats.

Es va aillar el cDNA de l'ortoleg del gen sineoculis (Gtso), que posteriorment
anomenarem Gtsix1)) mitjangant oligonucleotids degenerats dissenyats a partir de la
conservacié de la sequéncia dels diferents gens Six identificats en altres espécies.
Comparant les zones més conservades de la seqtiéncia del gen aillat (caixa sineoculis
i caixa homeotica) quedava palés que es tractava d’'un gen de la familia Six/so. Per tal
de confirmar-ho, es van realitzar estudis filogenétics amb I’homeodomini dels gens de
la familia Six/so i quedava classificat dins de la subfamilia so/Six7-2.

Es va detectar un unic transcrit del gen Gtso, i I'analisi de la seva expressié per
hibridacié in situ whole-mount revela que Gtso s’expressa d’'una forma continuada i
uniforme als cossos neuronals de les cél-lules fotoreceptores dels ulls de planaries. En
individus regenerants s’observa l'aparicio de I'expressi6 de Gtso en un grup de
célllules proximes a I'epidermis dorsal, que constitueixen el primer signe de la
regeneracié dels ulls. Aquesta expressi6 es mantenia durant tot el procés de
regeneracio.

A partir de la sequéncia parcial del gen de la opsina de la espécie de planaria
Schmidtea mediterranea, amablement cedida per A. Sanchez-Alvarado i P. Newmark
vam aillar el gen que codifica per la opsina en la nostra espécie G. tigrina (Gtops) i es
va caracteritzar la seva expressio a les cel-lules fotoreceptores dels ulls.

Amb la nova técnica d’RNA d’interferéncia (RNAI) i per tal d’obtenir la fenocopia dels
mutants Gtso i Gtops, vam injectar organismes amb fragments de RNA de doble
cadena (dsRNA) de diferents zones del mRNA del gen Gfops. A les 24 hores post-
injeccié ja no es detectava mRNA de Gtops per hibridacié in situ whole-mount i
comprovavem que la técnica d’'RNAI era aplicable a Girardia tigrina.

El seglient pas era analitzar la funcié del gen Gtso utilitzant la mateixa técnica
d’RNA.I. En injectar organismes adults amb RNAi de Gtso, ja no es detectava expressiod
de Gtso a les 24 hores postinjeccié per hibridacié in situ whole-mount. Tampoc
s’observava expressié de Gtops en aquests organismes injectats. Aixi, confirmavem
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que Gtso és necessari per al manteniment de I'estat diferenciat de les cél-lules
fotoreceptores.

En injectar, amb RNAi de Gtso, organismes decapitats i seguir la regeneraci6 dels
caps, vam observar que aquests organismes no regeneraven els ulls. Aquest fenotip
sense ulls produit per la pérdua de funcié de Gtso indicava clarament un paper de
Gtso en la determinaci6 i diferenciacié de les cél-lules fotoreceptores. Per altra banda,
no s’observaven canvis morfoldgics en altres estructures neuronals com els ganglis
cefalics i s’assumi aixi una funci6 de Gtso restringida a la morfogénesi dels ulls.

Col-laboracions:

El treball d’aillament de la seqiiéncia completa del gen Giso es va iniciar a partir
d’'una sequéncia parcial de la caixa homeodtica d’aquest gen obtinguda anteriorment
per P. Callaerts al Departament de Biologia Cellular del Prof. Walter Gehring
(Biozentrum, Univ. de Basilea, Suissa) i posteriorment seqlienciada per E. Castillo
durant la seva tesi doctoral en el nostre grup de recerca. L’analisi d’expressié de
Gtsix1 per Northern blot va ser realitzat per E. Castillo també durant la seva tesi
doctoral.

L’arbre filogenétic de la familia Six/so fou elaborat pel Dr. K. Ikeo del Centre per
Informaci6 Bioldgica de I'Institut Nacional de Genética de Mishima, Jap6.

Finalment, les crioseccions sagitals dels organismes injectats amb Gtso van ser
realitzades per Javier Gonzalez, estudiant de doctorat del nostre grup de recerca.
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Searching for the prototypic eye genetic network:
Sine oculis is essential for eye regeneration

in planarians

D. Pineda*, J. Gonzalez*, P. Callaerts®, K. lkeo*, W. J. Gehring$, and E. Salo*T

*Departament de Genética, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona, Diagonal 645, 08071 Barcelona, Spain; TDepartment of Biology and Biochemistry,
University of Houston, Houston, TX 77204-5513; *Center for Information Biology, National Institute of Genetics, Mishima, Yata 411, Japan;
and SDepartment of Cell Biology, Biozentrum, University of Basel, Klingelbergstrasse 70, CH-4056 Basel, Switzerland

Contributed by W. J. Gehring, December 23, 1999

We have identified a sine oculis gene in the planarian Girardia
tigrina (Platyhelminthes; Turbellaria; Tricladida). The planarian sine
oculis gene (Gtso) encodes a protein with a sine oculis (Six) domain
and a homeodomain that shares significant sequence similarity
with so proteins assigned to the Six-2 gene family. Gtso is ex-
pressed as a single transcript in both regenerating and fully
developed eyes. Whole-mount in situ hybridization studies show
exclusive expression in photoreceptor cells. Loss of function of
Gtso by RNA interference during planarian regeneration inhibits
eye regeneration completely. Gtso is also essential for mainte-
nance of the differentiated state of photoreceptor cells. These
results, combined with the previously demonstrated expression of
Pax-6 in planarian eyes, suggest that the same basic gene regula-
tory circuit required for eye development in Drosophila and mouse
is used in the prototypic eye spots of platyhelminthes and, there-
fore, is truly conserved during evolution.

homeobox | eye morphogenesis | platyhelmint | eye evolution

he study of the genetic network that regulates the develop-

ment of the Drosophila visual system has resulted in the
identification of several transcription factors and other nuclear
proteins that are required for the specification of early eye
morphogenesis (1-4). These factors seem to act in a hierarchy in
which sine oculis (so) is regulated directly by Pax-6 (5, 6), the
master control function. In turn, so requires eyes absent (eya),
encoding a nuclear protein (7), to induce ectopic eyes (4). This
genetic pathway has been established in Drosophila (8), but
homologous proteins also regulate eye development in verte-
brates, suggesting that this regulatory network is old, is con-
served in evolution, and has been adapted to the control of
development of different visual systems found in both clades (9).
Both the identification and functional characterization of ho-
mologous genes in more primitive organisms, such as the platy-
helminthes, will help to clarify the age and extent of conservation
of this genetic cascade.

Sine oculis is a homeobox-containing gene that is required for
the development of the visual system in Drosophila (10, 11). A
murine homologue, Six3, is expressed in the developing eye (12).
In both of these model systems, so and Six are expressed early in
eye development as well as in other structures. Combined
overexpression of so and eya in Drosophila induces ectopic eyes
(4), whereas, in vertebrates, Six3 overexpression results in ec-
topic lens formation (13, 14). Planarians (Platyhelminthes; Tur-
bellaria; Tricladida) are located at the base of the Lophotro-
chozoa Protostomia clade (15, 16). The eye spots of planarians
are one of the most ancestral and simple types of visual systems,
close to the prototypic eye proposed by Charles Darwin (see ref.
8). The planarian eye spots consist of two cell types: a bipolar
nerve cell with a rhabdomere as a photoreceptive structure and
a cup-shaped structure composed of pigment cells (17). During
head regeneration, new eye spots are formed from precursor
cells that differentiate into both cell types in a restricted area of

the newly regenerated tissue or blastema. Previous studies of this
regenerative process show a clear expression of planarian Pax-6
(GtPax-6) in both visual cell types (18).

In the current study, we address the hypothesis that a Pax-6-
regulated network is conserved in evolution, and as a conse-
quence, Girardia tigrina eye development requires a sine oculis
homologue. We report the identification of an so gene from the
planarian G. tigrina (Gtso). The high degree of amino acid
sequence identity in the sine oculis domain and in the home-
odomain suggests that Gtso is orthologous to known invertebrate
so genes and belongs to the Six2 gene family. The expression of
Gtso in intact and regenerating planarians suggests a putative
role in development and maintenance of the eye. RNA inter-
ference (RNAi) experiments provide functional evidence that
Gtso is essential for maintenance of the differentiated state of
photoreceptor cells and for eye regeneration. These findings
suggest that the basic elements of the genetic pathway are
conserved in these prototypic eyes.

Materials and Methods

Species. The planarians used in this study belong to an asexual
race (class A; ref. 19) of the species G. tigrina. Specimens were
collected near Barcelona. They were maintained in spring water.
Organisms starved for 2 weeks were used in all experiments.
Planarians 9- to 10-mm-long were cut prepharyngeally according
to the method described in ref. 20 and were left regenerating in
Petri dishes with spring water in the dark at 17°C.

Isolation of the Gtso Gene. An so fragment was amplified by PCR
from planarian genomic DNA with a pair of degenerate primers
corresponding to amino acids conserved between Six/, Six2, Six3,
and so. The sense primer (sol), consisting of a degenerate
sequence corresponding to amino acid sequence WDGEET with
5" clamp sequences and an Xhol site [gta ctc gag tgg ga(t,c)
gg(a,c,gt) ga(a,g) ga(a,g) ac], was used. The antisense primer
(s02) used consisted of a degenerate sequence corresponding to
amino acid sequence QRDRAA with 5’ clamp sequences and an
Xbal site [ccg tct aga c(a,c,g,t)g cic (gt)(a,g)t cic (g t)(t,c)tg].
PCRs were performed in 100-ul volumes in the presence of
0.5 pg of genomic DNA. The cycling program consisted of 5
cycles (94°C for 1 min, 46°C for 2 min, and 72°C for 3 min with
ramping times of 1 min to 94°C, 1 min to 46°C, and 2 min 30 s
to 72°C) and 30 cycles (94°C for 1 min, 65°C for 1 min, and 72°C
for 1 min). The identity of the Gtso fragment was confirmed by
sequencing. Based on this sequence, Gtso-specific nested prim-
ers were designed for the amplification of the full-length Gtso by

Abbreviations: dsRNA, double-strand RNA; RNAI, RNA interference.

Data deposition: The sequences reported in this paper have been deposited in the GenBank
database (accession nos. AJ251660 and AJ251661).
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|1 |10 120 |30 {40 |50 {60  %ID %S
so (Drosophila) GEETISYICFKEKSRSVLRDWYSHNPYPSPREKRDLAEATGLTTTQVSNWFKNRRQRDRAAE 100 100
Six2 (mouse) . 95 100
Sixl (mouse) 93 100

Gtso (planarian) 88 96.5

Ceh-33 (C.elegans) 81 95
Ceh-34 (C.elegans) 70 80
Six4 (mouse) 70 88
Six4 (Drosophila) ....V........ 70 88
Six3 (mouse) ..QKTH....RT..L..E..LQD...N.SK..E..Q..... . 70 95
optix/Six3(Drosophila) ..QKTH....RT..L..E..LQD...N.TK..E..K....NP...G..cvveeenas A 68 95
Ceh~32 (C.elegans) ..QKTH....RT..L..E..LKD...N.PK.KE..N.....QM..G........ e.selA 66 88

Fig. 1.  Alignment of so/Six homologues homeodomain amino acid sequences of mouse used to represent vertebrates and of Drosophila and Caenorhabditis

elegans used to represent invertebrates. The secondary structure of the domains is shown at the top of the figure. Amino acid identities for representative genes
of the so/Six family are compared with the Drosophila so homeodomain (10). Sequences used in this comparison include: mouse Six1, Six2, and Six3 (12); Six4 (26);
Drosophila optix/Six3 and Six4 (27, 28); and the nematode C. elegans Ceh-32, Ceh-33, and Ceh-34 (EMBL database). The tetrapeptides used to classify the sine
oculis homeodomains in three families are indicated in bold and boxed. Percentages of sequence identity (%ID) and similarity (%S) were determined by

comparison to Drosophila so and are indicated to the right of the sequences.

rapid amplification of cDNA ends by PCR with the Marathon kit
(CLONTECH). Total RNA from head- and tail-regenerating
animals was isolated as described in ref. 21. Poly(A)" RNA was
isolated with the Oligotex mRNA Microkit (Qiagen, Chats-
worth, CA) following the manufacturer’s instructions. Amplified
fragments were cloned in the TA cloning vector pCR2.1 (In-
vitrogen). Both strands of the cDNA were sequenced twice in
their entirety by dideoxy sequencing and primer walking with the
ABI PRISM kit (Perkin—-Elmer) and with the Sequenase 2 kit
(United States Biochemical).

Phylogenetic Analysis of the Gtso Sine Oculis Homeodomains. The
phylogenetic trees of sine oculis homeodomain sequences were
inferred by using the CLUSTALX package. Sequences were aligned
with the software CLUSTALX, and refined alignment was done
manually. The Kimura’s equation was used for the evolutionary
distances (22), and the neighbor-joining method was used for the
tree construction. Sequences were obtained from the EMBL
GenBank and the DNA Data Bank of Japan.

Northern Blotting and Whole-Mount in Situ Hybridization. Northern
blot analyses were performed by standard procedures (23).
Whole-mount in situ hybridizations were carried out with intact
planarians and at different regenerative stages according to the
method described in ref. 24. Fixed and bleached planarians were
treated with proteinase K (20 pg/ml) for different times (be-
tween 8 to 15 min) depending on their size and regenerative
stage. Hybridizations were carried out at 55°C for 60 h. After
color development, the samples were postfixed in 4% (vol/vol)
paraformaldehyde/PBS, cryoprotected in sucrose solutions, em-
bedded in Tissue Freezing Medium (Jung, Leica, Nussloch,
Germany), and sectioned with a cryomicrotome.

Synthesis and Microinjection of Double-Strand RNA (dsRNA). dsSRNA
was synthesized as described in ref. 25. The opsin clone op-250
(GenBank accession no. AJ251660) was digested with XAol or
BamHI to synthesize antisense (T3) or sense (T7) RNAs. Gtso
clones so-5" and so-3'-2 (GenBank accession no. AJ251661) were
digested with HindIII or Xbal to synthesize antisense (T3) or
sense (T7) RNAs. Planarians were injected with 10'° molecules
of dsRNA or water with a Drummond Scientific (Broomall, PA)
Nanoject injector. All of the injected planarians were kept at
17°C. Adult planarians were injected into the parenchyma close
to the eye region, and 3-day head-regenerating pieces were

4526 | www.pnas.org

injected into the postblastema tissue, the old tissue close to the
wound. The volumes of injection were 23 nl each. At different
stages of regeneration, the injected fragments were photo-
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Fig. 2. Phylogenetic unrooted tree of sine oculis homeodomains. Bootstrap
values of 1,000 runs are indicated as percentages at the nodes. The planarian
Gtso homeodomain clearly clusters with the other sine oculis genes from the
so/Six2 family. Scale bar, genetic distance.
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Fig. 3. (A-D) Dorsal view of Gtso expression by whole-mount in situ hybridization. Intact head (A) and cryosection (B) of the same head, as well as
head-regenerating planarian adults at 7 days (C) and 14 days (D). Arrowheads indicate the localization of Gtso mRNA indicated by blue signal in the
photoreceptor cells. Close to these, it can be observed that the brown pigmented cells are located more centrally. After 7 days of regeneration, when the first
pigmented cells appear, a clear blue signal of Gtso expression can be observed. This signal is maintained throughout the whole regenerative process. (E-H) Opsin
mRNA inhibition in photoreceptors by G. tigrina opsin dsRNA injection: this control organism shows the opsin mRNA distribution in the photoreceptor cells
(arrowheads) (E); this adult organism, 24 h after injection, does not show any accumulation of endogenous opsin mRNA (F); control planarians after 7 days of
head regenerating express opsin strongly (G); and opsin dsRNA-injected organisms in the same regenerative stage express no opsin (H). (/-L) Adult heads injected
with Gtso dsRNA. (/ and J) Whole-mount in situ hybridization and cryosections with Gtso riboprobes of organisms injected 24 h previously; no expression of Gtso
can be observed. (K and L) Whole-mount in situ hybridization and cryosections with opsin riboprobes of organisms injected 7 days previously; no expression of
opsin can be observed in the remaining photoreceptor cells. a, auricle; d, dorsal; ph, photoreceptor cells; v, ventral. [Bars = 300 um (D), 200 pum (A, E, F, I, and

K), 150 um (C, G, and H), 40 pm (B), and 20 um (J and L).]

graphed and fixed, and whole-mount in situ hybridizations for
Gtso or opsin were performed.

Results

Isolation and Sequence Comparison of Gtso. Initial isolation and
partial characterization of a planarian so homologue was
achieved by PCR amplification of genomic DNA with a pair of
degenerate primers. A complete cDNA of 1,522 bp was identi-
fied by nested rapid amplification of both cDNA ends by PCR.
The ORF encodes 435 amino acids with two regions of high
sequence conservation in the deduced protein: the sine oculis
domain and the homeodomain. Comparison with so homeodo-
main sequences of other species (Fig. 1) shows the highest
sequence identity to the so/Six-2 family proteins, which share the
consensus tetrapeptide (ETSY; ref. 28) and other residues
scattered through the homeodomain. The sequence conserva-
tion is not only restricted to the homeodomain but also includes
approximately 117 amino acids of the 5’ flanking region (the sine
oculis domain). This domain is less conserved than the home-
odomain, but its comparative amino acid analysis can group Gtso
into the so/Six-2 family.

The C-terminal region comprises 229 amino acids rich in
serine (14%), asparagine (13.5%), proline (7%), and threonine
(8%), suggesting the presence of transactivating functions (29),
and 30% of these serines, and other less frequent residues
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scattered throughout the sequence, are also present in the same
position of the different so homologous proteins. Another
feature of this protein is the presence of several amino acid
doublets and some repeats of tetrapeptides and pentapeptides,
for which the significance is not known.

Phylogenetic trees were constructed for sine oculis homeodo-
main sequences. The distances were computed with Kimura’s
equation (22). We can observe the clustering of Six genes in three
main groups or families where the Gtso is grouped with members
of the so/Six-2 gene family (Fig. 2).

Gtso Expression in Intact and Regenerating Adults. Gso expression
in intact and regenerating planarians was analyzed by Northern
blotting and in situ hybridization. Northern blot analysis shows a
unique transcript of around 1.5 kilobases in adults and in
regenerative stages without any evidence for differential splicing
(results not shown). The Gtso spatial expression was determined
by whole-mount in situ hybridization and by posterior transversal
cryosectioning of the same intact adults and regenerating pla-
narians after hybridization. In adults, Gtso was expressed con-
tinuously and uniformly in the photoreceptor cell bodies,
whereas the rhabdomeric region of the photoreceptor cells was
negative. No signal was observed in the pigment cells (Fig. 3 4
and B). During the early stages of head regeneration, Gtso
expression was detected in a group of photoreceptor cells close
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Fig. 4. Inhibition of eye-regenerative capacity by Gtso dsRNA injection into
the regenerative postblastemas. All of the organisms are in dorsal view. (4, C,
and E) Control organisms at the same regenerative stage as those injected (B,
D, and F). Bright-field images showing the eye differentiation stages with the
formation of a periglobular unpigmented area completely absent in the
injected organisms: after 7 days of regeneration (A and B); after 14 days of
regeneration (Cand D); and after 28 days of regeneration (E and F). (B and D)
No eye or periglobular unpigmented area can be observed in the injected
organisms. (F) Heads injected 28 days earlier started to differentiate the eyes
(arrowheads). a, auricle; e, eye spot; pg, periglobular unpigmented area.
[Bars = 400 um (C, D, and E) and 200 um (A, B, and F)].

to the dorsal epidermis (Fig. 3C), which constitutes the earliest
visible sign of eye regeneration. This early expression in the eye
primordia was maintained throughout regeneration (Fig. 3D).

RNAi Disrupts Endogenous Gene Expression in Intact Adult and Re-
generating G. tigrina Tissues. To test the efficacy of RNAI in
planarian G. tigrina, we injected heads of intact animals and
regenerating pieces with approximately 10'° copies of 250-bp
opsin dsRNA synthesized from a G. tigrina opsin cDNA clone.
As described for Schmidtea mediterranea (25), 24 h after injec-
tion, no opsin mRNA was observed by whole-mount in situ
hybridization in the adult differentiated photoreceptor cells.
This inhibitory effect lasts for up to 3 weeks, whereas the controls
maintain a continuous and specific expression (Fig. 3 E and F).
Water-injected controls start to differentiate eyes after 7 days at
17°C, but the opsin dsRNA-injected specimen did not show any
sign of opsin expression (Fig. 3 G and H). This result shows that
the dsRNA injected into the parenchymal cavity of G. figrina
quickly leads to the absence of the mRNA of a gene highly
expressed in differentiated photoreceptor cells.

4528 | www.pnas.org

Fig. 5. Gtso dsRNA injection in the regenerative postblastemas inhibits
photoreceptor and pigment eye cells but does not affect regeneration of
cephalic ganglia. Control (A) and injected (B) organisms. Whole-mount in situ
hybridization with opsin riboprobes was performed to visualize the early
inhibitory effect of Gtso dsRNA in the photoreceptor cell differentiation after
7 days of regeneration. Control (C) and injected (D) organisms. Sagittal
cryosections of differentiated head blastemas after 14 days, stained with
toluidine blue, show the same type of cephalic ganglia differentiation, encir-
cled inyellow. cg, cephalicganglia; d, dorsal; e, eye spot; v, ventral. [Bars = 150
um (A and B) and 100 um (C and D)].

Loss of Function of Gtso by RNAi Injection Produces a No-Eye Pheno-
type. Because Gtso is expressed specifically in the photoreceptor
cells, we tried to determine whether the introduction of dsRNA
into head-regenerating planarians could reduce endogenous
expression levels of Gtso and alter the formation of the eye
structures. To observe the effects exerted by the Gtso dsRNA
injections, nonregenerating and regenerating adult organisms
were analyzed at different times and compared with the water-
injected controls. Injection of Gtso dsRNA molecules into the
adult differentiated eye did not cause any detectable change in
the pigment cells, whereas the photoreceptor cells also remained
intact but lost Gtso expression 24 h after injection (Fig. 3 I and
J). A second effect observed in the injected organisms was the
loss of opsin expression (Fig. 3 K and L), indicating that Gtso is
required for the maintenance of the differentiated state of the
photoreceptor cells. The control organisms maintained Gtso and
opsin expression, which is indicative of the presence of intact and
functional photoreceptor cells (not shown).

Distinct eye structures can be observed after 7 days in the
regenerating controls. Pigment cells are detected by bright field
microscopy (Fig. 44), and differentiated photoreceptor cells are
identified by whole-mount in situ hybridization with the opsin
riboprobe (Fig. 54). Gtso dsRNA-injected regenerating planar-
ians had the same size and differentiation level of the blastema
as the controls, with well differentiated auricles on the either side
of the head. However, the eyes did not differentiate even after
3 weeks of regeneration after a single injection (Fig. 4 B and D).
In the injected animals, neither pigment cells nor photoreceptors
form (Fig. 5B), whereas the 7- and 14-day regenerating controls
show completely regenerated eyes with their periglobular non-
pigmented area in the dorsal epidermis above the eyes (Fig. 4 4
and C). All of the 30 Gtso dsRNA-injected regenerating planar-
ians in three independent experiments differentiated their dorsal
blastema without any type of periglobular nonpigmented area,
thus indicating that this structure may be induced by the
differentiated eyes (Fig. 4 B, D, and F). The inhibition of eye
regeneration is very consistent. All of the 30 head-regenerating
fragments had a no-eye phenotype, even 3 weeks after injection.
The continued maintenance of such eye inhibition in the head
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blastemas required a reinjection treatment every 3 weeks, be-
cause, after 4 or 5 weeks without injection, new eyes start to
regenerate in the already differentiated heads of some organisms
(Fig. 4F). Therefore, the inhibition is transient. To exclude any
indirect effect on eye formation caused by the loss of the Gtso
function by inhibiting the differentiation of the cephalic nervous
system, the regenerated cephalic ganglia in the Gtso dsRNA-
injected organisms were analyzed histologically and compared
with the controls. No differences in morphology and size of the
cephalic ganglia were detected (Fig. 5 C and D).

Discussion

The planarian G. tigrina has a bona fide so/Six-2 gene. The
phylogenetic analysis shows clustering of Gtso with the other
so/Six2 genes at a very high probability. This notion is corrob-
orated further by the conservation of specific residues in the
homeodomain, allowing us to consider it as an orthologue of the
s0/Six-2 family. The sequence identity is essentially confined to
both the homeodomain, in which most of the so/Six-2 specific
residues are conserved, and to the N-terminally located sine
oculis domain. In the C-terminal region, several series of amino
acid-rich regions related to transactivation domains are also
found. The recent isolation of a planarian gene orthologous to
the Six-3 family (D.P., J.G., and E.S., unpublished work) indi-
cates the presence of at least two families of sine oculis proteins
in the Lophotrochozoa group.

The second question addressed in this study deals with the role
of sine oculis in eye development. In planarians, the sine oculis
gene Gtso is continuously expressed in adult eyes. Initial expres-
sion also coincides with the first signs of eye differentiation
during cephalic regeneration. Similar observations have been
described for the planarian Pax-6 gene DtPax-6 (18). The ex-
pression of developmental regulatory genes in adults is usual,
because planarians show great morphological plasticity in the
continuous growth and regression or regeneration processes.
The same role can be observed for DtPax-6 and Gtso, which are
important regulators in eye development and regeneration.

Because heads that fail to regenerate eyes after Gtso dsSRNA
injection contain normal differentiated cephalic ganglia and
auricles, we can assume that this loss of function has an effect
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exclusively on the process of eye formation. The maintenance of
such eye inhibition in the head blastemas requires dsRNA
reinjection at 3-week intervals, thus indicating that the head is
always competent for eye regeneration. Gtso is expressed in the
photoreceptors of the prototypic differentiated eyes of G. tigrina.
Furthermore, RNAI induced loss of function indicates a crucial
function of Gtso in early eye determination. These two obser-
vations provide further support for a dual role of so/Six genes in
eye development, namely in early determination and in neuronal
differentiation according to the Drosophila model (4). The fact
that the adult differentiated eye of G. tigrina shows no morpho-
logical defects induced by RNAi may be caused by a slow
turnover of the eye cells. The loss of opsin expression in the
photoreceptor cells can be interpreted in several ways. Accord-
ing to the model proposed in refs. 3 and 4 in which early eye
development in Drosophila is regulated by a network of inter-
acting genes, including sine oculis, it is conceivable that the loss
of Gtso by RNAI results in a disruption of this network and
indirectly to the loss of opsin expression. Alternatively, because
sine oculis is also expressed in the differentiated photoreceptors
of Drosophila, it is possible that the sine oculis genes of both
Drosophila and Girardia directly regulate the opsin expression,
and as a consequence, the loss of Gtso leads to the loss of opsin.

The coexpression of DtPax-6 and Gtso at the same regener-
ation stages in the same precursor visual cells and in the
differentiated photoreceptor cells, in addition to the essential
and specific function of Gtso during eye regeneration, provides
additional support for the evolutionary conservation of the
initial genetic pathway in eye determination of triploblastic
metazoans.
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RESULTATS

2. CONSERVACIO DE LA XARXA GENETICA INICIAL DE LA REGENERACIO
DE L’ULL A PLANARIES.

Article 2:
Pineda, D., Gonzalez, J., Marsal, M. And Salé, E. (2001) Evolutionary conservation of
the initial eye genetic pathway in planarians. Belg. J. Zool., 131 (Suplement 1): 77-82.

En aquest article es fa un resum de tots els experiments realitzats fins aquell
moment per tal de redirigir el treball de la tesi. A la vegada s’amplia I'aillament de nous
gens candidats a participar en la xarxa génica de la morfogénesi dels ulls de planaries.
| finalment, es detallen els Ultims experiments realitzats amb els gens Gtso i Gtops.

RESUM:
2.1 Gens Gtpax6A i Gtpax6B.

Segons els experiments d’hibridacio in situ amb or col-loidal en seccions analitzades
per microscopi electronic, el primer gen Pax6 aillat a planaries (Dtpax6) per Mufioz-
Marmol s’expressava tant a les cellules pigmentaries com a les ceéllules
fotoreceptores dels ulls. Per tal d’analitzar la seva funcié vam injectar organismes
préviament decapitats amb I'RNAi d’'un fragment del cDNA de D{Pax6. Els organismes
regeneraven el cap i les estructures oculars. No s’observa cap fenotip alterat, ni dels
ulls ni del sistema nerviés central dels organismes injectats.

Va ser de crucial interés l'aillament d’'un segon homoleg del gen Pax6 a planaria, el
gen Gtpax6A. Aquest gen presentava una major homologia de sequéncia que el gen
Dtpax6 a nivell del ’lhomeodomini al comparar-los amb els gens de la familia Pax6. Es
per aixd que el gen Dtpax6 va passar a anomenar-se Gtpax6B).

Organismes com Drosophila també tenen dos gens Pax6 (eyeless i twin of eyeless)
amb un patré d’expressié similar en el desenvolupament del sistema visual de
Drosophila perd amb una funci6 no redundant. Aixdo ens indica que cadascun
d’aquests gens ha estat reclutat amb una funcié diferent a la xarxa génica dels ulls.

Era, doncs, de gran interés realitzar un estudi funcional d’aquest nou gen Gitpax6A i
a la vegada ens va fer preveure un possible efecte redundant amb el gen Gtpax6B
atenent a la manca de fenotip alterat amb la injeccié d’RNAi de Gtpax6B.

Aquests treballs seran ampliats a I'apartat 3 de resultats amb un aprofundiment de
I'estudi d’ambdés gens.

2.2 Gtsix1 (Gtso)

Es va anomenar Giso al primer gen de la familia Six/so aillat a planaria.
Posteriorment I'analisi filogenética molecular i comparativa ens va permetre incloure
aquest gen dins la subfamilia so/Six7-2 i se’n va canviar el nom per Gtsix1.

En aquest article es van ampliar els coneixements de la funci6 de Gtsix7 en
organismes adults. En injectar amb RNAIi de Gtsix7 organismes adults, s’'observava
una perdua gradual de I'estat diferenciat de les cél-lules fotoreceptores. Al cap d’'una
setmana de ser injectats, aquests individus presentaven un fenotip cec, ja que els
animals injectats perdien el seu fototropisme.

Aquesta pérdua de funcié de les cél-lules fotoreceptores va ser seguit analitzant
I'expressio del gen Gtops per hibridacié in situ. Aixi, observavem que I'expressio de
Gtops en organismes injectats adults decreixia progressivament fins a desaparéixer al
cap d'una setmana. Quedava pendent analitzar si I'efecte d’aquesta disminucio
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d’expressié de Gtops en organismes injectats es deu a un efecte directe o indirecte de
Gtsix-1 sobre Gtops.

Finalment també s’observa que els organismes injectats amb RNAi de Gtsix1
presentaven una densitat més baixa de cél-lules fotoreceptores diferenciades.

2.3 Gtops

El gen de l'opsina codifica per la proteina responsable de la fotorrecepcié i és
present a la majoria dels sistemes vius.

Les rodopsines aillades tant a vertebrats com a invertebrats mostren un alt grau de
conservacio de la seva seqléncia i es classifiquen aixi en una Unica familia genica.

En aquest treball es van comparar les sequéncies del gen Gtops i del gen Smops
(fragment del cDNA del gen de l'opsina de Schmidtea mediterranea) cedit pel grup de
A. Sanchez-Alvarado i P. Newmark) amb altres gens de la mateixa familia per tal de
construir-ne un arbre filogenétic. Els dos gens Gtops i Smops s’agrupaven
conjuntament amb les seqiéncies de les opsines de mol-luscs; resultat coherent amb
la seva agrupaci6 dins del clade Lophotrocozoa.

També es va aprofundir en el seu patré6 d’expressié en organismes adults. Gtops
s’expressava de forma continuada i uniforme als cossos cel-lulars de les cél-lules
fotoreceptores mentre que no ho fa a la regi6 dels rabdomers.

2.4 Gtsix3

Es va aillar un segon gen de la familia Six/so. L’analisi comparativa de la seva
sequéncia el classifica com a un ortdleg de la subfamilia Six3/6 i se 'anomena Gtsix3.
L’estudi de la seva expressio es troba detallat a I'apartat 4 de resultats.

(Els treballs realitzats fins al moment donaven suport a la hipotesi de I'existéncia d’'una
xarxa geénica implicada en la morfogénesi dels ulls a planaries, atenent a la
conservacio i universalitat d’aquesta xarxa als Metazous. Calia, doncs, analitzar tant
I'expressié com la funci6 dels dos nous gens aillats a planaria; Gtpax6A i Gtsix3).

Col-laboracions:
Tant Javier Gonzalez com Maria Marsal van col-laborar en el plantejament dels

experiments realitzats, en la discussio dels resultats obtinguts i en el disseny i recollida
de dades que es mostren a la Taula 1.
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ABSTRACT. Eyes of all organisms share a common function, visual perception. In addition, the different types
of eyes (camera-, mirror-, and compound) are present in different phyla and share the same visual pigment,
rhodopsin, and the same initial genetic pathway triggered by the master control gene Pax-6. Although the
developmental mechanisms are quite diverse, all data suggest that the different eye types found in metazoans
derive from a common prototype and evolved in the different phyla by parallelism, intercalating new genes
independently. In this manuscript, we describe the isolation and characterization of several genes that consti-
tute the eye gene regulatory network in the planarian Girardia tigrina (Platyhelminthes; Turbellaria;
Tricladida). Two Pax-6 genes, GtPax6A4 and GtPax6B, do not show an obvious correspondence to the two Pax-
6 of Drosophila ey and toy. Two sine oculis genes Gtsix-1 and Gtsix-3 are closely related to the Six 1-2 and
Six-3 families respectively. Furthermore, we demonstrate that the opsin gene Grops shows greater similarity to
mollusc opsins. GtPax-6B is expressed in both cell types of the planarian eye spots: the photoreceptor cells
and the pigmented cells. In addition, Gtsix-1 and the opsin gene Gtops are expressed in the photoreceptor cells.
This expression pattern is present throughout the whole eye regeneration process and maintained in adults.
Gtops double strand RNA injection does not inhibit eye regeneration but produces light insensitive eyes due to
the absence of photopigment. The loss of function of Gisix-/ by dsRNA injection produces a non-eye pheno-
type in head regenerating blastemas, while the injected intact adult heads show a loss of the differentiated state
of the photoreceptor cells through inhibition of opsin expression and the production of a blind phenotype. Our
results on the prototypic eye spots of Platyhelminthes provide further important support for the idea of a uni-

versally conserved early eye genetic cascade in the Metazoa.

KEY WORDS: Platyhelminthes, planarian, homeobox, opsin, eye evolution, regeneration.

INTRODUCTION

Several studies indicate that the genetic program regu-
lating eye development has been conserved in evolution.
The gene regulatory network that controls the develop-
ment of the Drosophila visual system is composed of sev-
eral transcription factors and other nuclear proteins
required for the specification of early eye morphogenesis
(QUIRING et al., 1994; HALDER et al., 1995; SHEN &
MARDON, 1997; PIGNONI et al., 1997). Pax-6 genes encode
transcription factors that contain a paired domain and a
homeodomain. Two duplicated Pax-6 genes have been
described in Drosophila, eyeless (ey) and twin of eyeless
(toy). Both genes and their homologs from other meta-
zoans are capable of inducing ectopic eye development in
Drosophila. Mutations in eyeless lead to defects in eye
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formation, suggesting that Pax-6 is the universal master
control gene for eye morphogenesis (QUIRING et al.,
1994). The study of other genes in the genetic cascade and
their genetic interactions resulted in the identification of
three genes in Drosophila, sine oculis (so), eyes absent
(eya), and dachshund (dac) that act downstream of ey
(QUIRING et al., 1994; SHEN & MARDON, 1997). The so
homologs, called Six genes, share a diverged home-
odomain and N-terminal to the homeodomain, and
another conserved region, the Six domain, which con-
tributes to DNA-binding specificity (SERIAKU & 0’ TOUSA,
1994; CHEYETTE et al., 1994; OLIVER et al., 1995a;
1995b; KawakaMmi et al., 1996). The Six genes are subdi-
vided in three different families: Six1-2, Six3 and Six4.
eya encodes a novel nuclear protein (BONINI et al., 1993)
and shares a region of homology with the Eya vertebrate
proteins, the Eya domain (Xu et al., 1997 ; ZIMMERMAN et
al., 1997). Eya and Six proteins are expressed in overlap-
ping patterns including the eye primordia of vertebrates,
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whereas eya and so do so in Drosophila (OLIVER et al.,
1995b; Xu et al., 1997; SEIMIYA & GEHRING, 2000). These
factors appear to act in a hierarchy in which so is directly
regulated by eyeless (HALDER et al., 1998; Numr et al.,
1999), the master control function. In turn, so requires
eyes absent (eya) to induce ectopic eyes (PIGNONI et al.,
1997). This genetic pathway has been established in
Drosophila (reviewed in GEHRING & IKEO, 1999).
Homologous proteins also regulate eye development in
vertebrates, suggesting that this regulatory network is old,
conserved in evolution, and has been adapted to the con-
trol of development of different visual systems found in
both Protostomia and Deuterostomia clades (TREISSMAN,
1999).

Charles Darwin in “The Origin of species” discussed
the question of eye evolution, and reasoned that such
complex and perfect organs should have evolved from a
simple prototypic eye; those primitive eyes can be found
in planarians. The planarian eye spots consist of two cell
types: a bipolar nerve cell with a rhabdomere as a pho-
toreceptive structure and a cup-shaped structure com-
posed of pigment cells (KisHIDA, 1967). During head
regeneration, new eye spots are formed from precursor
cells that probably differentiate into both cell types in a
restricted area of the newly regenerated tissue or
blastema.

Here we address the hypothesis that the eye genetic
network is conserved in evolution, and, as a consequence,
that Girardia tigrina eye development requires Pax-6 and
sine oculis homologs. We report the identification of two
Pax-6 genes not closely related to Drosophila ey and toy;
two so genes closely related to the Drosophila so and
optix genes, which belong to six /-2 and six 3 families
respectively; and an opsin gene with high identity to that
found in the Lophotrochozoa clade. Some of these genes
are expressed in the eye primordia during regeneration
and in the differentiated adult eyes. RNA interference
(RNAi) experiments provide functional evidence that
Gtsix-1 is essential for maintenance of the differentiated
state of photoreceptor cells, for opsin expression and for
eye regeneration. Such results support the conservation of
the early genetic pathway in the different eyes of meta-
Zoans.

MATERIAL AND METHODS
Gene isolation

A GtPax64 fragment was amplified by PCR from pla-
narian cDNA (Smart PCR ¢cDNA synthesis Kit, Clontech).
The sense primer used (Px9), consisting of a degenerate
sequence corresponding to amino acid sequence
LEKEFER and the antisense primer used (Px10) consist-
ing of a degenerated sequence corresponding to amino
acid sequence QVWFSNR. The cycling program con-
sisted of 35 cycles (94°C, 30 sec; 45°C, 30 sec; 72°C, 30
sec). The identity of GtPax6A fragment was confirmed by

sequencing. A lambda gt10 amplified cDNA library was
screened with the 110 bp amplified fragment of GtPax64
according to GARCIA-FERNANDEZ et al., 1993. One phage
was isolated containing an insert of 645 bp that spans
from the homeodomain to the 3’ end of the GtPax64
cDNA. This fragment was cloned in pBluescript
(Stratagene) and the sequence was determined with
Thermosequenase II dye terminator cycle sequencing Kit
(Amersham). A partial fragment of 380 bp of Grops was
amplified using two specific primers based on Schmidtea
mediterranea opsin partial fragment kindly provided by
A. Sanchez and P. Newmark (Carnegie Institution,
Baltimore). The amino acid sequence of the upstream
primer used (op1) and the downstream primer used (op2),
GFIGGLG and ELEMLK respectively.

Phylogenetic analysis of the Gtops opsin gene

The phylogenetic trees of opsin genes using the
sequence between the 3rd and the S5th transmembrane
domains were inferred by using the CLUSTALX package.
Sequences were aligned with the software CLUSTALX,
and refined alignment was done manually. The neighbor-
joining method was used for phylogenetic tree construc-
tion. Sequences were obtained from the Swissprot and
EMBL GenBank.

‘Whole-mount in situ hybridization

Intact animals and animals at different regenerative
stages were used for whole-mount in situ hybridization
according to UMESONO et al.,1997. The opsin clone op-170
corresponding to the last 170 bp of the Gtops fragment
(GenBank accession no. AJ251660) was used to synthesize
the DIG-labelled antisense probes (Boehringer Manheim).

Double-strand RNA (dsRNA) synthesis and micro-
injection

The Gtsix-1 clones so-5" and so-3’-2 (GenBank acces-
sion number AJ2516610), were used for dsSRNA synthe-
sis as described in SANCHEzZ & NEWMARK 1999.
Planarians were injected as described in PINEDA et al.,
2000. At different stages of regeneration the injected ani-
mals were photographed, fixed and whole-mount in situ
hybridizations for Gropsin were performed.

RESULTS AND DISCUSSION

Isolation of eye developmental genes in Girardia tig-
rina

A large number of eye developmental genes have been
isolated in Girardia tigrina. Initially, CALLAERTS et al.,
1999 isolated the first Pax-6 homolog, which we now
refer to as GtPax-6B since it shows the lowest similarity
to the Pax-6 genes described in other Metazoa (Table 1).
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TABLE 1

The number of different planarian eye network genes, together with the type of clones isolated and the level of amino acid identity to
the most similar homeodomain and proteins. All sequences for comparison are taken from the EMBL and Swiss Prot databases. The
function of some genes is also shown.

Planarian eye genes
Class Pax-6 sine oculis opsin
DtPax-6 GtPax-6 Gtso Gtsix-3 Gtops
New proposed name GtPax-6B GtPax-6A4 Gtsix-1 Gtsix-3 Gtops
Type of clone -PCR -PCR -PCR -PCR -PCR
isolated -cDNA -cDNA -cDNA -cDNA -cDNA
-genomic -genomic
Identity 72% and 78% 92% and 90% 93% and 95% 88% and 92% 66% to mollusc
to Drosophila toy  to Drosophila toy  to mouse sixl and  to Drosophila optix opsin protein
and eye homeo- and eye homeo- six-2 homeo- and mouse six3
domains domains domains homeodomains
Expression photoreceptor and  Central Nervous Photoreceptor cells. ? Photoreceptor cells.
and Function pigmented eye System It is essential for It is essential for eye
spot cells eye determination light sensitivity
and differentiation

Studies by in situ hybridization on paraffin sections and
electron microscopy of ultrathin sections revealed expres-
sion in the perinuclear area of both eye spot cell types, the
photoreceptor cell and the pigmented cells. dsRNA injec-
tion of GtPax6B does not produce any clear eye pheno-
type. One explanation for these unexpected results could
be the occurrence of gene redundancy. It was therefore of
interest that more recently we were able to isolate a sec-
ond Pax-6 homolog, which we name GtPax-64 as it
shows a higher similarity to the Pax-6 family home-
odomain (Table 1). No expression pattern nor functional
data are yet available, but preliminary whole-mount in
situ hybridization showed expression in the central nerv-
ous system. We anticipate that GtPax64 and GtPax6B are
at least partially redundant in the determination of both
eye cell types, and that, as a consequence, the production
of any phenotype when the GtPax6B function has been
disrupted, is prevented. Injection of dsRNA of both
GtPax-6 in head regenerating organisms will clarify this
point (work in progress).

A second type of eye genetic network genes isolated in
planarians was the sine oculis genes. The first so planarian
gene isolated was originally named Gtso. However,
molecular comparative phylogenetic analysis places it in
the Six-1, -2 family. Therefore, we changed the name
from Gtso to Gtsix-1 (Table 1). Gtsix-1 is closely related
to Drosophila sine oculis and C. elegans Ceh-33 and Ceh-
34 and clusters in the family group with another branch in
which the vertebrate representatives of Six-1 and Six-2
are situated. Sequence comparison of a second sine oculis
gene from Girardia tigrina supports its orthology to the
Six-3 family and for that reason we call it Gzsix-3. It is
closely related to Drosophila optix and C. elegans Ceh-
32. So far, no other Lophotrochozoa sine oculis genes

have been isolated. Gtsix-I whole-mount in situ
hybridization shows that it is expressed continuously in
the rhabdomeric photoreceptor cells of the adult differen-
tiated eye spots and during the different stages of eye
regeneration (PINEDA et al. 2000). Loss of function exper-
iments by RNA double strand injections in regenerating
animals completely inhibit eye regeneration, producing a
non-eye phenotype (Fig. 1). RNA interference in adult
heads leads to the gradual loss of the photoreceptor dif-
ferentiated state, producing a blind phenotype at one week
post-injection. These injected planarians do not show any
phototropism, while the non-injected controls have a neg-
ative phototropism. The change in the differentiated state
can be observed by analyzing the alterations in opsin

Fig. 1. — Inhibition of eye regenerative capacity by Gtsix-1
dsRNA. Three weeks head regenerating organisms viewed dor-
sally. (A) Bright field image shows the differentiated eyes in the
regenerated head of a control organism. (B) Bright field image
shows the absence of eye differentiation and periglobular unpig-
mented area in dsRNA Gtsix-1 injected at postblastema level
after 3 weeks of regeneration. a, auricle; e, eye spot; pg,
periglobular unpigmented area. (Bars= 400 um).
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expression by whole-mount in situ hybridization at differ-
ent times post-injection and by studying eye morphology.
Opsin expression decreases gradually during the first
seven days post-injection (Fig. 2). A decrease of expres-
sion to zero can be explained as the result of a disruption
of the eye gene regulatory network where, according to
SHEN et al., 1997 and PIGNONI et al., 1997, sine oculis is
located in the early eye genetic cascade. The gradual loss
of opsin expression by Gtsix-1 RNAi could thus be due to
an indirect effect. However, since Gtsix-1 is also
expressed in the differentiated photoreceptor cells, it may
also directly control opsin gene expression. Further analy-
sis of the cis-regulatory region of the opsin gene will con-
firm if it is recognized by sine oculis, or by Pax-6
proteins, or both. We also checked Gtsix-1 function in
photoreceptor cell maintenance by the histological analy-
sis of Gtsix-1 dsRNA injected organisms in comparison
with controls. While the control eyes show a high density
of photoreceptor cells with their rhabdomeric structures
inside the eye cavity, the injected ones at 7d and 14d post-
injection have a lower density of differentiated photore-
ceptor cells (work in progress).

id 3d x
r. .'“" f’ 'ﬁ"

5d iR 7d

-~ s

Fig. 2. — Dorsal view of Gtops gradually declining expression by
whole mount in sifu hybridization at different days post-injec-
tion of dsRNA of Gtsix-1. Internal black dots correspond to the
pigmented cup shape of the eyes, while the external weak signal
(arrow heads) corresponds to the blue signal from the whole
mount in situ hybridization of opsin gene. Anterior at the top and
upper left edge, the days after injection are indicated. (Bars:
200um).

Another key gene shared by photoreceptors of Metazoa
is the opsin gene, encoding the photoreceptor pigment
present in all visual systems. Rhodopsin sequences
analysed so far in vertebrates and invertebrates show a
high degree of conservation, and all belong to the same
family (for review see GEHRING & IKEO, 1999). Opsins are
also present in bacteria, and have sensory functions.
Despite a low overall sequence conservation, they show
conserved structural functions like the seven transmem-
brane domains. The unicellular green algae Chlamy-
domonas develop at the base of the flagella a light
sensitive organelle that contains a type of photopigment

with limited sequence homology to invertebrate
rhodopsins (DEININGER et al., 1995). The similarities
observed in the photopigments have been used as another
indication for the common origin of the visual system
through a prototypic eye. We have isolated a Girardia tig-
rina opsin gene Gtops . Its amino acid sequence was com-
pared and phylogenetic trees were constructed with opsin
protein sequences of bacteria, algae, yeast and Metazoa.
The neighbor-joining method was used for tree construc-
tion. We can observe the clustering of the two planarian
opsin genes with the mollusc sequences, one of their
Lophotrochozoa counterparts (Fig. 3). Such phylogenetic
results are in agreement with other studies using different
molecules such as ribosomal 18S and Hox genes
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Fig. 3. — Phylogenetic unrooted tree of opsin proteins. Bootstrap
values of 1000 runs are indicated as percentages at the nodes.
The planarian Gtops protein clearly clusters with the other opsin
proteins from the Lophotrochozoa clade. (B): Bacteria. Hs:
Halobacterium salinarium. Hr: halorhodopsin. Rh1 and Rh2:
sensory rhodopsin I and I1. (Y): Yeast. Sc: Saccharomyces cere-
visiae. (A): Algae. Cr: Chlamydomonas reinhadtii chlamyopsin.
Vc: Volvox carteri volvoxopsin. (V): Vertebrate. Br:
Brachydario rerio rhodopsin. Bt: Bos taurus rhodopsin. Gg:
Gallus gallus rhodopsin. (E): Ecdysozoa. Dm: Drosophila
melanogaster opsinl. Lp: Limulus polyphemus ocellar opsin2.
Ssp: Sphodromantis sp. rhodopsin. (L): Lophotrochozoa. Gt:
Girardia tigrina opsin. Lf: Loligo forbesi rhodopsin. Od:
Octopus dofleini thodopsin. Sm: Schmidtea mediterranea opsin.
So; Sepia officinalis. Scale bar, genetic distance.
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(CARRANZA et al., 1997; BAvascas et al., 1998). Grops
spatial expression was determined by whole-mount in situ
hybridization of intact adults and regenerating pieces. In
adults, Gtops was expressed continuously and uniformly
in the photoreceptor cell bodies, whereas the rhabdomeric
region of the photoreceptor cells was negative. A similar
pattern of expression can be observed with Gtsix-1, but
with a lower expression level. During the early stages of
head regeneration, Grops expression was detected in a
group of differentiated photoreceptor cells close to the dor-
sal epidermis. This expression was maintained throughout
regeneration (PINEDA et al., 2000). Opsin dsRNA injection
induces a fast depletion of endogenous gene expression in
the photoreceptor cells 24 hours post-injection, which
eventually leads to the loss of phototactic behavior in the
animal (SANCHEZ & NEWMARK, 1999; PINEDA et al., 2000).

Eye evolution: a common origin from a prototypic eye
and an independent evolution by parallelism

The comparative embryological and morphological
studies of metazoan eyes show different developing mech-
anisms and different morphologies suggesting an inde-
pendent evolution of the different types of eyes
(SALVINI-PLAWEN & MAYR 1961). However, molecular
studies in the last decade have revealed the universality of
rhodopsin as the visual pigment and the conservation in all
studied Metazoa, including Platyhelminthes, of the early
genetic cascade initiated by the gene Pax-6. Such molecu-
lar results suggest that all different eye types observed in
Metazoa derive from a common prototypic eye and as a
consequence have a monophyletic origin. Such prototypic
eye can be found in some Platyhelminthes. The current
work suggests that the development of the prototypic eye
is controlled by a similar early genetic cascade. In mol-
luscs we can observe a great variety of eyes in the mantle
edge of Bivalvia (compound eyes, closed lens eyes with
inverted retinal cells, reflecting mirror eye). Another eye
type, the cephalopod eye, is similar in design to the verte-
brate eye camera, but large embryological differences can
be observed between the two (GEHRING 1996; HARRIS,
1997). The similarities in eye design in molluscs compared
with the other metazoan eyes can be interpreted as evi-
dence for a phenomenon of parallelism in the mechanisms
by which the different Metazoa evolved their eyes from a
common prototypic eye, using initially the same genetic
network. The recruitment of different genes by intercalary
evolution (GEHRING & IKEO, 1999) in the eye gene net-
works of the various evolutionary lines can lead to eyes
with dramatically similar designs as a consequence of
comparable developmental constraints, or, of course, to
radically different final structures.
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RESULTATS

3. LA XARXA GENETICA INVOLUCRADA EN LA REGENERACIO DELS ULLS
A PLANARIES ES INDEPENDENT DE PAXE6.

Article 3:

Pineda, D., Rossi, L., Batistoni, R., Salvetti, A., Marsal, M., Gremigni, V., Falleni, A.,
Gonzalez, J., Deri, P., Sal6, E. (2002). The genetic network of prototypic planarian
eyes regeneration is Pax6 independent. Development. 2002 Mar;129(6):1423-34.

RESUM:

L’estudi del paper dels gens Pax6 durant la regeneracié dels ulls i el sistema nervios
a platihelmints resulta de gran interés per entendre les diferents formes en que la
xarxa genetica implicada en la morfogénesi dels ulls ha evolucionat dins del regne
animal.

En aquest treball es caracteritzen els gens Pax6 aillats en dues espécies de
planaries en paral-lel:

e Girardia tigrina: treball realitzat pel nostre grup de recerca.
o Dugesia japonica: treball realitzat pel grup de recerca de la Dra. Batistoni de la
Universitat de Pisa.

Les sequencies aillades dels gens Gipax6A, Gtpax6B, Djpax6A i Djpax6B
presentaven una gran similitud de seqliéncia. Es va comprovar que els dos gens B
eren els gens més divergents trobats respecte a la resta de gens Pax6 aillats tant a
vertebrats com a invertebrats.

Tant els dos gens A com els dos B s’expressaven al Sistema Nervidés (ganglis
cefalics i cordons nerviosos) dels organismes adults i regenerants, tot i que els nivells
d’expressi6 dels gens B eren molt més baixos.

Per investigar en detall I'extensié de I'expressi6é dels gens A i gens B a les cél-lules
fotoreceptores es van realitzar hibridacions in situ que es van visualitzar per
microscopia electronica. Es va observar expressié dels gens Djpax6A i Djpax6B al
pericarion, a les dentrites i a la regié rabdomerica de les cél-lules fotoreceptores.

Durant la regeneracio anterior i per hibridacio in situ whole-mount vam observar que
I'expressio de Gtpax6A i Djpax6A apareixia al 1r-2n dia de regeneracié en dos punts
que coincidien amb els extrems dels antics cordons nerviosos amputats.
Posteriorment, el senyal d’expressié s’anava expandint en una estructura d’arc dins el
blastema que s’acabava organitzant formant els dos nous ganglis cefalics. Finalment,
els nivells d’expressié es reduien fins als nivells basals observats en els organismes
adults.

També es va detectar un increment dels nivells d’expressio de Gipax6A i Djpax6A
tant en la regeneracié posterior (a la zona terminal dels cordons nerviosos amputats)
com en la regeneracio lateral (a la zona on es forma el nou cord6 lateral amputat).

Quedava palés que els 4 gens s’expressaven al Sistema Nerviés i als ulls de
planaries, pero quina n’és la seva funci6?

Els experiment d’injecci6 d’RNAi tant dels gens Gitpax6A, Djpax6A, Gtpax6B i
Djpax6B com de la combinacié d’ambdés gens A i B a cada una de les espécies, no va
permetre observar un fenotip alterat dels organismes adults injectats. Tampoc es va
obtenir cap resultat concloent amb la injecci6 d’'RNAi en organismes préviament
decapitats i seguir-ne la regeneraci6é del nou cap. Aixi mateix, tampoc vam observar
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cap alteracié de I'expressid dels gens Gtops i Gtsix1 en organismes regenerants
injectats previament amb RNAi de Gipax6A, RNAi de Gipax6B i una mescla d’RNAI
d’ambdoés gens.

Tot i aix0, si que vam poder observar amb experiments de RT-PCR que la injecci6
de I'RNAI tant dels gens A com dels gens B feia decréixer considerablement els nivells
d’'mRNA endogens d’aquest gens respectivament.

Queda oberta, doncs, la questié de quina és la funcié dels gens Pax6A i Pax6B a
planaries. Els resultats obtinguts ens suggereixen que els gens Pax6A i Pax6B, tot i
expressar-se en els ulls de planaria, no serien imprescindibles per a la morfogenesi
dels ulls, i podrien ser substituits funcionalment per altres gens.

Col-laboracions:

Els grups de la Dra. Batistoni i del Dr. Gremigni de la Universitat de Pisa van realitzar
els experiments d’hibridaci6 in situ per a I'analisi de I'expressio dels gens Djpax6A i
Djpax6B per microscopia electronica. Igualment, I'estudi de funci6 realitzat mitjangant
la injeccié d’'RNAI i I'analisi de la reduccié dels nivells d’expressié dels gens endogens
per RT-PCR fou també realitzat en Dugesia japonica. En aquesta espécie es van
obtenir els mateixos resultats que van donar consisténcia als treballs realitzats pel
nostre grup amb Girardia tigrina.
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SUMMARY

We report the presence of two Pax6-related genes, Pax6A
and Pax6B, which are highly conserved in two planarian
species Dugesia japonica and Girardia tigrina
(Platyhelminthes, Tricladida). Pax6A is more similar to
other Pax6 proteins than Pax6B, which is the most
divergent Pax6 described so far. The planarian Pax6
homologsdo not show any clear orthology to the Drosophila
duplicated Pax6 genes, eyeless and twin of eyeless, which
suggests an independent Pax6 duplication in a triclad or
platyhelminth ancestor. Pax6A is expressed in the central
nervous system of intact planarians, labeling a subset of
cells of both cephalic ganglia and nerve cords, and is

activated during cephalic regeneration. Pax6B follows a
similar pattern, but shows a lower level of expression.
Pax6A and Pax6B transcripts are detected in visual cells
only at theultrastructural level, probably because alimited
amount of transcriptsis present in these cells. Inactivation
of both Pax6A and Pax6B by RNA-mediated gene
interference (RNAI) inhibits neither eye regeneration nor
eye maintenance, suggesting that the genetic network that
controlsthisprocessisnot triggered by Pax6 in planarians.

Key words: Planarians, Regeneration, Eye, Central nervous system,
Paired domain, Pax6, RNAI, Ultrastructure, In situ hybridization

INTRODUCTION

An evolutionary conserved complex network of different
signaling pathways and nuclear factors regulates brain and eye
specification (Kurata et a., 2000; Callaerts et a., 2001; Kumar
and Moses, 2001). One striking illustration of such genetic
conservation is the Pax6 gene, which is structuraly and
functionally characterized in a large number of triploblastic
metazoans from planarians to humans (Quiring et al., 1994;
Chisholm and Horvitz, 1995; Czerny and Busslinger, 1995;
Zhang and Emmons, 1995; Loodli et al., 1996; Glardon et al.,
1997; Tomarev et a., 1997; Glardon et a., 1998; Callaerts et
al., 1999). Pax6 represents one of the nine members of the Pax
class, characterized by the presence of two conserved DNA-
binding domains, the paired domain and the homeodomain
(Callaerts et a. 1997). The comparative molecular
characterization of Pax6 in different animal phyla supports the
hypothesisthat this protein has a conserved function in avariety
of developmental processes, ranging from regionalization to
cell type specification, in eye and central nervous system
development (Quiring et a., 1994; Kurusu et al., 2000; Pratt et
al., 2000). In some vertebrates, Pax6 is also related to the
development of head sensory organs or other structures such as
pituitary or pancreas (Walther and Gruss, 1991; Turque et a.,

1994). Pax6 genes from various animal phyla are capable of
inducing formation of ectopic eyesin Drosophila (Gehring and
lkeo, 1999). In frogs, Pax6 misexpression can also induce
ectopic eyes (Chow et a., 1999). This finding indicates that
Pax6 is a master control gene for eye development, and also
suggests a common genetic program for making eyes, despite
the great variety of visua structures found in the animal
kingdom. Two Pax6 genes involved in eye development have
been found in zebrafish (Nornes et a., 1998). The presence of
a second Pax6 gene arisen by gene duplication during insect
evolution is also described in holometabolous insects, the two
Drosophila genes eyeless (ey) and twin of eyeless (toy) being
the best-studied examples. ey and toy share a similar pattern of
expression in the developing visua system, and have non-
redundant functions, indicating that they have been recruited
with different roles into the eye genetic pathway (Czerny et .,
1999).

Planarians are flatworms well known for their exceptional
regenerative capabilities. They are free-living members of
the Platyhelminthes, considered a basal phylum of the
Lophotrocozoa clade (Aguinaldo et a., 1997; Carranza et d.,
1997; Bayascas et a., 1998). The study of the role of Pax6
genes during eye and centra nervous system (CNS)
regeneration and maintenance will be of interest for
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understanding the different ways that this genetic network
evolved in the animal kingdom. Planarians are one of the
simplest organisms with cephalization, defined by the presence
of two dominant cephalic ganglia connected by commissural
connections and followed by two ventral nerve cords. The
nerve cords run the entire length of the body and are regularly
connected by commissures producing a small concentration of
neurons at the crossing points (Bagufia and Ballester, 1978;
Rieger et d., 1991). Light perception by special photosensitive
cells occurs in planarians. Photoreceptor structures, which are
capable of detecting light and shadow, are grouped into
eyespots defining asimple ancestral visua system that consists
of bipolar retinal neurons whose dendrites project into a cup-
shaped structure composed of pigment cells (Kishida, 1967;
Sakai et al., 2000). Although the planarian eyes cannot focus
the light pattern into images, as they have no focusing lens,
they serve essentially the same function, receiving and
transducing light into neuronal signals, as eyes do in all
metazoans.

We report an extensive search for Pax6 genes in
Platyhelminthes that has led to the characterization of two
related Pax6 genes in the planarian species Dugesia japonica
(DjPax6A and DjPax6B) and Girardia tigrina [GtPax6A and
GtPax6B, the latter previously named DtPax6 (Callaerts et al.,
1999)]. The Pax6A and Pax6B sequences share high similarity
and comparabl e expression patternsin both species, suggesting
that they originated by duplication in a triclad or, possibly, in
a platyhelminth ancestor. Both genes are detected in the adult
CNS — a pattern of expression shared with all Pax6 genes
described so far —and are activated during regeneration, Pax6A
being more expressed than Pax6B. Although no specific
transcripts were detectable in the photoreceptors by whole-
mount in situ hybridization, the presence of low levels of
Pax6A and Pax6B mRNA could be demonstrated in the eye
cells by electron microscope in situ hybridization. Inactivation
of both Pax6 genes by RNAI neither prevents eye formation
during regeneration nor inhibits the eye expression pattern of
the planarian genes Gtsix-1 or Gtops, supporting the hypothesis
that the function of Pax6A and Pax6B is not essentia in
planarian eye regeneration.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Planarians used in this work belong to the species Dugesia japonica,
clonal strain Gl (Orii et a., 1993), and to an asexual race of Girardia
tigrina, formerly classified as Dugesia(G) tigrina, collected in the
Calders River (Barcelona, Spain). Animalswere cultured as described
previously (Salvetti et a., 1998; Sal6 and Bagufia, 1984) and starved
for 2 weeks before being used in the experiments. Regenerating
fragments were obtained by transverse amputation at the pre-
pharyngeal or post-pharyngeal level. Anterior regeneration
corresponds to atail regenerating a head, while posterior regeneration
corresponds to a head regenerating a tail. Finaly, lateral regeneration
was obtained by sagittal amputation.

Isolation and characterization of planarian genes related
to Pax6

A GtPax6A PCR fragment of 111 bp was amplified with two
degenerate primers. The primers correspond to the amino acid
sequences LEKEFER (sense strand) and QVWFSNR (antisense
strand) of the homeodomain. A AGtl0 cDNA library from

regenerating G. tigrina was screened according to Garcia-Fernandez
et al. (Garcia-Fernandez et a., 1991), with the 111 bp PCR fragment
as a probe. One positive clone was found corresponding to the 3
Pax6A gene end (Pax6A3’). A 5" RACE strategy was used to elongate
the sequence at the 5" end, obtaining a second clone (GtPax6A790)
that contained 790 bp from the paired box to the homeobox of the
Pax6A sequence. The GtPax6A sequence has been deposited to the
EMBL/GenBank with the Accession Number AY 028904. DjPax6A
was directly amplified from the sequence deposited in the
EMBL/Genbank (Accession Number, AB017632), as described by
Rossi et a. (Rossi et a., 2001). A fragment (clone DjPax6B-520 bp)
of the second Pax6 gene, DjPax6B, was amplified in D. japonica
(Rossi et al., 2001). A sense-strand degenerate primer was designed,
taking advantage of the high sequence similarity in the paired domain
between DjPax6A and the Pax6 gene, here referred to as GtPax6B,
previously characterized in G. tigrina (Callaerts et a., 1999). The
antisense primer corresponded to the GtPax6B amino acid region
TLFGYN. A 5/3'RACE strategy was used to further characterize the
DjPax6B sequence, deposited at the EMBL/Genbank with the
Accession Number AJ311310. The sequence-specific antisense
primer, corresponding to the amino acid region SKPRVATN was used
to amplify selectively the 5" region. The DjPax6B 3’ region was
obtained with the sequence-specific sense primer, corresponding to
INTWPPTS. The PCR products were TA-cloned using the pGEM-T
easy vector (Promega). All clones were sequenced by automated
fluorescent cycle sequencing (ABI).

Phylogenetic analysis of the Pax family homeodomains
The phylogenetic tree of the homeodomains and their flanking regions
sequences was inferred using the CLUSTALX package. Sequences
were aligned with CLUSTALX software. Evolutionary distances were
calculated using Kimura's equation (Nei and Koehn, 1983), and used
for phylogenetic tree construction by the Neighbor-joining method.
Sequences were obtained from the EMBL/ GenBank.

In situ hybridization experiments

All sense and antisense digoxigenin-labeled RNA probes used for in
situ hybridization experiments were made using the RNA in vitro
labeling kit (Roche). Whole-mount in situ hybridization was carried
out on intact and regenerating planarians according to Agata et al.
(Agata et a., 1998). Cryosections after whole-mount in situ
hybridization were performed as described by Pinedaet al. (Pineda et
a., 2000). In situ hybridization on sections was carried out as
described by Kobayashi et a. (Kobayashi et al., 1998). Hybridization
took place at 55°C for 24-60 hours. The final probe concentration was
0.1 ng/ul. In some hybridized sections, 20 pg/ml DAPI was added to
detect nuclei. Transmission electron microscope (TEM) in situ
hybridization was performed on specimens of D. japonica, fixed with
4% paraformaldehyde and 0.1% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate
buffer (pH 7.4) for 1 hour at 4°C. After dehydration in a graded series
of methanol (each step for 30 minutes at —20°C) specimens were
embedded in Unicryl resin and polymerized for 72 hours at 4°C under
u.v. light. Ultrathin sections, obtained with a diamond knife on
Ultracut Reichert-Jung microtome, were placed on Formvar-carbon
coated nickel grids and were incubated face down on a drop
containing the hybridization buffer (50% formamide, 10% dextran
sulphate, 4xsaline sodium citrate, 400 pg/ml salmon testis DNA and
8 ng/ul of antisense or sense probes) for 4 hours at 37°C. After
hybridization, ultrathin sections were washed in phosphate buffer, pre-
incubated in 1% bovine serum abumin and then incubated in anti-
digoxigenin antibody (1:40 in phosphate buffer) conjugated to gold
particles of 10 nm in diameter, for 30 minutes. Grids were stained
with uranyl acetate and lead citrate and observed with a Jeol 100 SX
transmission electron microscope. Controls were performed using
both sense probes and RNAse treatment (100 ug/ml of RNAse A for
90 minutes at 37°C) (Le Guellec et al., 1991) before the hybridization
step.



The following clones were used as probes for in situ hybridization
experiments.

D. japonica: DjPax6A, DjPax6B 520 bp, Dj18S (central region of
18S rDNA, about 1.1 kb) Djops 480 bp (Accession number,
AX21264) and Djsyt (Tazaki et al., 1999).

G. tigrina: GtPax6A3’ and GtPax6A790 were used in non-injected
animals, GtPax6A790, Gtsix-1 so-5" and so-3".2 (Accession number,
AJ251661), and Gtops p-250 (accession no. AJ251660) were used in
dsRNA-injected animals.

Microinjection of double-strand RNA (dsRNA) and
analysis of endogenous transcripts

Double-stranded RNA was synthesized as described by Sanchez-
Alvarado and Newmark (Sanchez-Alvarado and Newmark, 1999). In
G. tigrina Pax6A3” clone and a Clal-HindlIl fragment of 400 bp
(GtPax6B3clone) of GtPax6B were used for dsRNA synthesis. In D.
japonica dsRNA was synthesized from DjPax6A 1600 bp and
DjPax6B 520 bp clones. Planarians were injected with 1010-101%
molecules of each dsRNA preparation or with an equimolar mixture
of both Pax6A and Pax6B dsRNA. After the first injection, performed
just after amputation, further injections were performed every 1 or 3
days, using a Drummond Scientific (Broomall, PA) Nanoject injector.
Control injections were performed with water or B-Gal dsRNA.
Injected planarians were kept at 17°C. Injected G. tigrina specimens
were fixed at different regeneration times and processed for whole-
mount in situ hybridization.

Total RNA was isolated from injected planarians after 1 to 3 days
of regeneration and semi-quantitative reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR) anaysis was performed
according to Bayascas et al. (Bayascas et a., 1998). Control reactions
were performed identically in the absence of reverse transcriptase.
Specific oligonucleotides from Pax6A and Pax6B were used to
ascertain the reduction of Pax6A and Pax6B endogenous transcripts.
Each couple of primers was designed from two regions, one internal
and the other external to the sequence used for dsRNA synthesis. As
an internal control, the ubiquitous transcripts of the homeobox gene
Dth2 (Garcia-Fernandez et d., 1993) and the eye-specific Gtsix1 and
Gtops transcripts (Pineda et al., 2000; Pineda et a., 2001), were
amplified in G. tigrina. Two specific primers for the constitutively
transcribed elongation factor gene DjEF2 were used for control
amplifications in D. japonica.

Primer sequences used for PCR were as follows:

GtPax6A reverse, 5-GAAGCTTCTGTTTCTGTTTTAGAG-3';

GtPax6A forward, 5-CGTACTTCGTTTTCGACAGATCAA-3';

GtPax6B reverse, 5-TCGCTTCTTTTGTTGTACAGTTTG-3';

GtPax6B forward, 5-CGGACTTCATTTACAAATGATCAG-3';

Dth-2 reverse, 5-TGGGAGACCGTTCTTTATCGTCAAC-3;

Dth-2 forward, 5-CCAATGCTAGTAATGATCCGCGTAT-3';

Gtops reverse, 5-GGACAGATACTTTGTTATCGCTCA-3';

Gtops forward, 5-TAACAAAATTCCCGATGTACATTC-3';

Gtsix-1 reverse, 5-AACGGCTCGGGATTTTTCTTTAAA-3;

Gstix-1 forward, 5-ATATGGTCTCTTCCACCTTGCCAA-3';

DjPax6A forward, 5-CCAAATCTTTCGCAATCTTC-3';

DjPax6A reverse, 5-CAATAAGTATCAAATACGTTACA-3';

DjPax6B forward, 5-CATCAATACATGGCCGCCTACAA-3’;

DjPax6B reverse, 5CGTCTCCATTTTGCTCTGCGATT-3';

DjEF2 forward, 5-TTAATGATGGGAAGATATGTTG-3’; and

DjEF2 reverse 5'- GTACCATAGGATCTGATTTTGC-3

For each PCR reaction the concentration of cDNA, primers and the
number of cycles used were optimized with the aim of observing a
quantifiable signal within the linear range of the amplification,
according to both the putative abundance of each mRNA amplified
and to the size of the corresponding PCR product.

Immunohistochemistry

Whole-mount immunohistochemistry of regenerating G. tigrina was
carried out as described by Cebria et al. (Cebriaet a., 1997). Rabbit
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anti-FMRFamide (Diasorin) was used as aprimary antibody at a1:100
dilution, and a fluorescein-conjugated goat anti-rabbit (1gG; Sigma)
was used as a secondary antibody at a1:50 dilution. The sampleswere
examined with a epifluorescence microscope (Axiophot, Zeiss) and
with a confocal laser scanning microscope (Leica Lasertechnik,
Heidelberg).

RESULTS

Cloning of planarian Pax6A and Pax6B genes

Using a PCR approach and first strand cDNA derived from
planarian heads, two Pax6 genes, Pax6A and Pax6B, were
isolated in G. tigrina and D. japonica. Three types of
sequences, which corresponded to three of the four families of
Pax genes, Pax2-5-8, Pax1-9 and Pax4-6, were found in G.
tigrina using two different sets of degenerate primers directed
against two regions of the paired box (GRPLP and WEIRD)
and of the homeobox (LEKEFER and QVWFSNR). The
subsequent screening of acDNA library using Pax4-6 fragment
asaprobe, alowed usto isolate a second Pax6 gene, GtPax6A,
in addition to the previously described Pax6 gene (DtPax6)
(Calaerts et a., 1999), here renamed GtPax6B. Two
degenerate primers were selected on the basis of a comparative
sequence analysis of DtPax6 and DjPax6A, a Pax6 clone
previously isolated in D. japonica (Accession Number,
ABO017632). These primers allowed us to identify a second
Pax6 genein D. japonica, DjPax6B. DjPax6A and GtPax6A, as
well as DjPax6B and GtPax6B deduced proteins, show
extensive sequence identity even outside the conserved DNA-
binding boxes (Fig. 1A).

Characterization and phylogenetic relationships of
Pax6A and Pax6B proteins

Both Pax6A and Pax6B show a significant similarity in the
paired domain and homeodomain with vertebrate and
invertebrate Pax6 proteins. Comparison of the paired domain
of Pax6A with those of published Pax6 proteins shows that it
is 88% identical, and maintains most (six out of eight) of the
residues that typify the Pax6 family. In Pax6B paired domain
the degree of sequence conservation islower, 77-78%, and only
four out of eight Pax6-specific amino acids are conserved (Fig.
1B). The homeodomain in Pax6A has a higher sequence
identity to the corresponding region of vertebrate Pax6 (85%),
maintaining nine out of 10 specific amino acids, while in
Pax6B it shows alower value (74%), where only five out of 10
conserved amino acids are present. Moreover, four conserved
residues preceding the homeodomain, as well as five out of
seven distinctive amino acids following the homeodomain, are
conserved in Pax6A, but not in Pax6B (Fig. 1C). The length of
thelinker region between the paired domain and homeodomain
is highly variable in different invertebrate as well as vertebrate
Pax6 proteins. It spans 224 amino acids in Drosophila ey and
108 amino acids in toy (Quiring et al., 1994; Czerny et al.,
1999), whereasit isonly 72 amino acidsin length in sea urchin
Pax6 (Czerny and Busslinger, 1995). Planarian Pax6 proteins
contain a long linker region. In fact, the linker sequence
consists of 138 amino acidsin Pax6A and it is 171 amino acids
long in Pax6B. Moreover, ascommonly found in Pax6 proteins
of other organisms (Loosli et al., 1996), Pax6A linker sequence
is typified by the presence of some conserved amino acids
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Fig. 1. Amino acid sequence comparison
of Pax6A and Pax6B from D. japonica
; ; and G. tigrina. (A) Multiple alignment of

Paired Domain DjPax6A, GtPax6A, and DjPax6B,
GtPax6B sequences. Amino acids that
areidentical both in Pax6A and Pax6B
are shown in blue; amino acids
conserved between DjPax6A and
GtPax6A are indicated in green; amino
acids conserved between DjPax6B and
GtPax6B areindicated in red; differing
amino acids are shown in black. The
paired domain, the conserved motif
found in the linker region, and the
homeodomain are boxed. The missing
sequence in the 5” end of GtPax6A is

N-terminal Domain

'VSNGCVSKILGRYYETGSIRPRAIGGSKPR

B R R

C-terminal Domain indicated by dots; the introduced gaps
e &) 5 | ae indig:ated by dashgs (B,C) $equence
comparison of the paired domain (B),
VATPEVVSKIAQYKRE| = and the homeodomain (C) of the
95 planarian Pax6 proteins to the Pax6
91 paired domain and homeodomain of
(gg) different species. Only Homo sapiens
78 and Mus musculus Pax6 are shown for
77 vertebrates. Drosophila eyless and toy

are included as invertebrate Pax6. The
shaded bars indicate Pax6-specific amino
acids. Percentages of sequence identity
(%l), determined by comparison with
Homo sapiens and Mus musculus Pax6,

Homeodomain areindicated at the end of each line. The
structure of paired domain and
I T e | homeodomain are shown on thetop in B

and C, respectively. Identical amino

RTEFTQEQIEALEKEFERTHYPDVFARE] IDLBEARIQVWFSNRRAKWRREE KLRNQRR %I acids are indicated by dots. The
..H..wp. s . 90 incomplete sequence of GtPaxGA is
..L.sN...DS. u... 90 indicated by a dashed line. Non
--f-sTD.LDS. . 85 conserved amino acid residues are
ot - Il o %% indicated in bold. The homeodomain
SK.SK. Sk.S....ND..NL... 74 flanking regions are shown in C.




H1 PaxB

mouse Pax3

1000)
Human Pax3
luWI—I-—"\O\Ase Pax7
77|
Human Pax7

ropora PxC

,—Human Pax4

1000]
L Mouse Pax4

— DtPax6B

1°°°|—Dj Pax6B

zf Pax6A

0.1 se7|Human Pax6

Amphi Pax6

Fig. 2. Phylogenetic tree of Pax genes. The tree was derived from the
homeodomain and flanking regions of representatives from different Pax
classes (indicated on the right), using the Neighbor-joining method.
Sequences reported in this paper arein bold. Bootstrap percentage values
(1000 replicates) are shown over the corresponding nodes. All branch
lengths are proportional to the distances between sequences. The tree
was rooted using Hydra PaxB as an outgroup. The analysis includes:
human Pax 3, 4, 6 (Aniridia) and 7; mouse Pax3, 4, 6 and 7; zebrafish
Pax6; sea urchin suPax6; chordate PmPax6 and Amphi-Pax6; mollusc
Lo-Pax6; Drosophila ey and toy; C. elegans Cevab-3; nemertine L sPax6;
planarian GtPax6A and GtPax6B, DjPax6A and DjPax6B; and cnidarian
PaxC and HI PaxB.

(MYDKLSLLSGQ). A similar arrangement of amino acids has
not been found in Pax6B.

The evolutionary relationships between the planarian Pax6A
and Pax6B and Pax proteins of other organisms were inferred
from the homeodomain and their flanking regions (Fig. 2). We
can observe the closest similarity to Pax6 protostomate
representatives, clustering the planarian Pax6A  with
Drosophila ey and toy, athough with low bootstrap values.
Pax6B shows the lowest similarity and is at the base of the
Pax6 cluster. Such results indicate that Pax6A and Pax6B are
bona fide Pax6 members.

Expression pattern of Pax6A and Pax6B in intact
planarians

The expression pattern of Pax6A and Pax6B was analyzed by
whole-mount in situ hybridization in intact adult specimens of
both species. The presence of Pax6A transcripts was observed
in the cephalic ganglia and in the nerve cords that cross the
entire organism ventrally. (Fig. 3A-G). Pax6B showed asimilar
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Fig. 3. Expression of Pax6A mRNA in an intact planarian, as
detected by whole-mount in situ hybridization. (A) Dorsal view of
GtPax6A expression in G. tigrina. (B-G) Anteroposterior
sequence of some representative transverse cryosections of
whole-mount depicted in A. GtPax6A is expressed in the cephalic
gangliaand the nerve cords. Presence of GtPax6A transcripts can
also be observed in the lateroposterior region, close to the
dorsoventral border. (H) Nomarski view of a higher magnification
of atransverse cryosection of the whole-mount in A, showing the
localization of GtPax6A-labelled cells (arrowheads) in the
lateroventral marginal region, close to the eosinophilic secretory
cells (arrows). Scale bars: 0.5 mm.

pattern, abeit with a lower level of expression (data not
shown). In G. tigrina, the presence of additional GtPax6A
transcripts was also detected in a non-cephalic parenchyma
region close to the eosinophilic secretory cells, which giverise
to the ventral marginal adhesive zone (Fig. 3A,F-H). This|atter
expression pattern suggests that GtPax6A has a derived rolein
the formation of this zone, an observation that deserves further
investigation.

To investigate in detail the distribution of Pax6-expressing
cellsin the planarian CNS, we performed in situ hybridization
directly on paraffin wax-embedded sections of intact D.
japonica specimens (Fig. 4). The complete set of nerve cells
at corresponding section levelswasidentified by the expression
of the planarian neural marker synaptotagmin, Djsyt (Fig. 4C-
H). Expression of DjPax6A was detected in a subset of cells of
the CN'S, but Pax6 transcripts were not detected in the eye cells
using this procedure (Fig. 4I-P). Conversely, electron
microscope in situ hybridization showed expression of both
DjPax6A and DjPax6B in the perikaryon, the dendrites and the
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Iomim

Fig. 4. In situ hybridization and
camera lucida drawings of
transverse paraffin sections from
the cephalic region of D. japonica.
(A) The CNSin an intact
planarian, which is composed of a
mass of nerve cells, the cephalic
ganglia(cg) and a pair of ventral
nerve cords (nc). I, 11 and 111

indicate paraffin section levels.
(B) The planarian eye. pc, pigment
cell; phe, photoreceptor cell.

(C-E) Anteroposterior sequence of
transverse paraffin sections,
visualized after in situ
hybridization with Djsyt.

(F-H) Cameralucida drawings of
sectionsin C-E, illustrating the
various morphological structures.
(I-M) Anteroposterior sequence of
transverse paraffin sections,
visualized after in situ

hybridization with DjPax6A.
(N-P) Cameralucida drawings of
sectionsin I-M, illustrating the
various morphological structures.
The nerve cell marker Djsyt labels

al nerve cells, including the ganglia_ ". .8
photoreceptors, while DjPax6A is 91 S
expressed only in a subset of nerve ,}UP e

cells. No detectable DjPax6A
expression is observed in visua
cells. Scale bars: 0.05 mm.

rhabdomeric region of the photoreceptor cells (Fig. 5A-C). We
also observed expression in the perinuclear cytoplasm of
pigment cells (Fig. 5D). Positive controls with the ribosomal
18S riboprobe Dj18S showed that both the nucleolus and the
endoplasmic reticulum of the cells were labeled (Fig. 5E). In
addition, the Dj18S hybridization signa was seen in the
rhabdomeric  projections of photoreceptor cells, thus
supporting the possibility of trandlational activity in thisregion
(Fig. 5G). Transcripts from the planarian synaptotagmin,
DjSyt, were specifically detected in the perikaryon of nerve
cells (Fig. 5H). No signal was observed with DjPax6A or

DjPax6B sense-strand probes (Fig. 5F), or with RNAse
treatment followed by hybridization using DjPax6A and
DjPax6B antisense-strand probes.

Expression pattern of Pax6A and Pax6B during
regeneration

Planarians have a great regenerative plasticity. After
experimental decapitation, acomplete head including brain and
eyespots is formed during anterior or cephalic regeneration.
We examined the expression pattern of the planarian Pax6-
related genes during regeneration by whole-mount in situ
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Fig. 5. TEM in situ hybridization on D. japonica. (A-D) DjPax6A antisense-strand RNA; (F) DjPax6A sense-strand RNA; (E,G) Dj18S
antisense-strand RNA; (H) DjSyt antisense-strand RNA. (A) Low magnification of the pigment cup ocellus showing some nuclei of
photosensitive cells. The box indicates the figure shown in B. (B) Enlargement of A with clusters of gold particles (arrows) on the cytoplasm.
(C) Clusters of gold particles (arrows) on the dendrite and the rhabdomeric region of a photosensitive cell. (D) A cluster of gold particles on the
perinuclear cytoplasm of apigment cell. (E) Clusters of gold particles (arrows) on the nucleolus and the endoplasmic reticulum of acell. (F) No
cluster of gold particlesis visible on the cytoplasm of a pigment cell or in the rhabdomeric region of a photoreceptor cell. (G) A large cluster of
gold particles (arrows) on the rhabdomeric region of a photoreceptor cell. (H) A cluster of gold particles (arrow) on the perikaryon of a
photoreceptor cell. d, dendritic region of the photosensitive cell; n, nucleus; nu, nucleolus; p, pigment cup; pc, pigment cell; r, rhabdomeres.

Scalebars: 5umin A; 0.5 umin B-H).

hybridization. After 1-2 days, regenerating animals showed
two intense spots of Pax6A expression near the region where
new fibers emerge from the amputated old nerve cords (Fig.
6A). After 3-6 days of regeneration, the hybridization signal
was localized in an arch-shaped structure of the blastema,
where neoblasts fated to become nerve cells intermingle with
the bent fibers to regenerate the cephalic ganglia (Fig. 6B,C).
The arch-shaped expression pattern was particularly clear in G.

tigrina, probably owing to morphological differences in the
ganglia of the two species. At later stages of regeneration —
from 3 to 15 days — we observed a gradual spreading of the
Pax6A-positive tissue consequent to the growth of the cephalic
ganglia (Fig. 6D-F). After that, the expression decreased to the
basal level observed in the adult CNS (Fig. 3). In posterior
regeneration a dlight increase of Pax6A transcripts was
observed in the region where the new nerve cords would
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differentiate from the edge of the old-sectioned nerve
cords (Fig. 6G). Finally, after sagittal amputation, we
observed Pax6A expression during lateral regeneration
of the missing cephalic ganglion and nerve cord.
Increased Pax6A expression was detected in the
regenerating CNS area (Fig. 6H). This differentia
expression gradually decreased to the basal level as
regeneration proceeded in a similar way to that
observed during anterior regeneration (Fig. 61). Owing
to the weak Pax6B expression, amost undetectable
under the experimental conditions used, there was no
perceptible  difference  with Pax6A  transcript
distribution during regeneration.

Reduction of the levels of endogenous Pax6A
and Pax6B by RNA interference (RNAI)

As both planarian Pax6 genes are expressed in the CNS
and eye cells, we aimed to determine the function of
Pax6 in the maintenance or the regeneration pattern of
CNS and eye. Conseguently, we injected Pax6A and
Pax6B dsRNA into the postblastema region in
regenerating D. japonica and G. tigrina, as well asin
the head region of intact animals. An equimolar
mixture of dsRNA of Pax6A/Pax6B was also injected
in another experiment, in order to prevent a possible
gene redundancy effect. Injected adults did not reveal

any gross morphological or behavioral abnormalitiesin
any condition, and regeneration of the eyespots was
also observed during cephalic blastema formation.
Inspection of the photoreceptor cells by TEM showed
anormal rhabdomeric organization of these structures.
We also compared the number of photoreceptorsin the
eye of dsRNA-injected animals and water-injected
controls of both species, after 15 days of regeneration.
We counted about 15-20 cells in transverse adjacent
sections at the eye level, hybridized with the
photoreceptor-specific molecular marker opsin (Djops
and Gtops clones), and also stained with DAPI to

Fig. 6. Expression of GtPax6A mRNA in regenerating G. tigrina, as detected
by whole-mount in situ hybridization. (A-F) Dorsal view of fragments
regenerating a head. Anterior istowards the top. (A) Activation of GtPax6A
after 2 days of regeneration is detected as two hybridization spots located in
the region close to the sectioned old nerve cords, where new cephalic ganglia
are forming. (B) After 3 days of regeneration, GtPax6A-positive spots merge
and follow the fibers emerging from the old nerve cords. (C-F) After 6, 8, 11
and 15 days of regeneration, GtPax6A expression becomes broader and
follows the regenerating cephalic ganglia. (G) Dorsal view of a posterior
regeneration. Six days after cutting, two labeling spotsin the area
corresponding to the regenerating nerve cords are observed. (H,I) Dorsal view
of alateral regeneration. An increased level of GtPax6A expression is
observed where a cephalic ganglion is regenerating. A basal expression is
detected in the corresponding non-regenerating ganglion. Scale bars: 0.5 mm.

facilitate the quantification of photoreceptor cells.
Although the number of photoreceptors depends on the
species, planarian size and light exposition average, we did not
detect any significant difference in the number of these cells
between dsRNA-injected planarians and controls (Fig. 7A,B).
To assay for the reduction effects of dsRNA on the cognate
mMRNA, the level of Pax6A and Pax6B transcripts in injected
animals was analyzed by comparative RT-PCR and whole-
mount in situ hybridization. Total RNA was extracted from
planarians injected with Pax6A and Pax6B dsRNA, as well as
from animals injected with dsRNA Pax6A/Pax6B mixture. In
both species, RT-PCR analysis showed a strong reduction in
the level of expression of the corresponding endogenous
mRNA, when compared with 3-Gal- or water-injected controls
(Fig. 8A). A similar strong reduction of endogenous RNA was
observed after RNAIi experiments with Gtops (Fig. 8A) and
Gtsix-1 genes (data not shown), which produce a loss-of-
function phenotype (Pineda et al., 2000; Pineda et al., 2001).
Whole-mount in situ hybridization did not reveal GtPax6A
mMRNA in animals injected with dsRNA Pax6A or
Pax6A/Pax6B mixture (Fig. 8D,E). By contrast, water- or -
Gal-injected head-regenerating fragments showed the typical
pattern of GtPax6A mRNA expression (Fig. 6; Fig. 8B,C).

Fig. 7. Expression of Djopsin regenerating D. japonica after
injection with Pax6A/Pax6B dsRNA mixture, visualized by in situ
hybridization on transverse paraffin sections at the eye level. (A,B)
Nomarski images of Djops-expressing photoreceptorsin a dsRNA-
injected animal (A) and in a water-injected control (B), after 15 days
of regeneration. Scale bar: 0.015 mm.

These results demonstrate that RNAI interfereswith the normal
accumulation of endogenous transcripts of both Pax6 genesin
planarians. However, this elimination does not produce
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Fig. 8. Effects of GtPax6A and GtPax6B dsRNA injection in
regenerating G. tigrina. (A) Visualization of comparative RT-PCR
experiments. Relative levels of endogenous transcriptsin water-
injected controls and in GtPax6A, GtPax6B dsRNA-injected animals
are shown. Reduction of the Gtops mRNA level after Gtops dsRNA
injection is shown as acomparison. Expression of the homeobox gene
Dth2 is unaffected by GtPax6A and GtPax6B RNAI experiments. (B-
E) Dorsal view of regenerating heads visualized by GtPax6A whole-
mount in situ hybridization. (B-C) Control animalsinjected with
water. The typical arch-shaped GtPax6A expression is observed in
cephalic regeneration after 6 (B) or 9 (C) days from cutting. (D,E)
After injection with GtPax6A/GtPax6B dsRNA mixture, no GtPax6A
hybridization signal is detected in regenerating animals after 6 (D)
and 9 (E) days from cutting. Regenerating eyespots can be observed
both in the controls and in planarians injected with GtPax6A/GtPax6B
dsRNA mixture. Scale bars: 0.5 mm.

morphological defects in the planarian eye phenotype. No
gross neuroanatomical aterations were observed during
cephalic ganglia regeneration by immunohistochemical
staining with ageneral nerve cell marker, the anti-FMRFamide
neuropeptide (Fig. 9A-F). However, the lack of specific
neurona cell markers prevented us from detecting neuronal
cell fate changes due to the Pax6 loss of function._

To determine the possible effects of exogenous Pax6A and
Pax6B dsRNA on the activation of other genes expressed in the
planarian eye, we performed whole-mount in situ hybridization
on injected animals using Gtsix-1 and Gtops (Pineda et al.,
2000; Pineda et al., 2001) as probes. No appreciable delay or
reduction in the level of Gtsix-1 mRNA expression was
observed in the cephalic blastema during eye determination or
differentiation, with respect to water-injected animals (Fig.
10A-F). Similar experiments performed with the planarian
opsin gene Gtops again did not reveal any spatio-temporal
change of the expression level during eye regeneration (Fig.
10G-1).

DISCUSSION

Planarians have two Pax6 genes

We report that the genome of two planarian species belonging
to different genera (D. japonica and G. tigrina) has two genes,
Pax6A and Pax6B, that encode distinct paired domain- and
homeodomain-containing proteins. The DNA-binding domain
sequence analysis of both Pax6A and Pax6B unambiguously
identifies them as members of the Pax6 family. While Pax6A
appears more closely related to Pax6 proteins of other
organisms, Pax6B can be considered the most diverged Pax6
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Fig. 9. Dorsal view of cephalic gangliaregeneration in G. tigrina
after injection of GtPax6A/GtPax6B dsRNA mixture, visualized by
whole-mount neuropeptide FM RFamide immunoreactivity pattern at
different regenerative stages. (A,C) After 5 (A) and 9 days (C) of
regeneration, new transversal commissures produced from the
amputated old nerve cords and differentiating the proximal cephalic
ganglia (arrows) can be observed in water-injected controls. The
distal part of the new cephalic gangliais organizing an arch-shaped
structure that connects the nerve cords (arrowhead). (B,D) No
abnormal cephalic ganglia regeneration is apparent in corresponding
head-regenerating fragments subseguent to injection of
GtPax6A/GtPax6B dsRNA mixture. Regenerating eyes appear as
small black spots of similar sizein both C and D. (E,F) After 20 days
from cutting, a complete regeneration of the cephalic ganglia can be
observed. No differencesin the CNS pattern can be seen between a
water-injected control (E) and an dsRNA-injected planarian (F).
Scale bars: 0.5 mm.

characterized so far (Callaerts et a., 1997; Callaerts et a.,
1999). In fact it shares only 77-78% identity in the paired
domain and 74% identity in the homeodomain of the
vertebrate/mammalian Pax6 sequence, while in Pax6A the
identities are 88% and 85%, respectively. Pax6A also possesses
a conserved Pax6-specific motif of eleven amino acids (Loosli
et a., 1996) in the linker region that is not present in Pax6B.
With the exception of the Pax6 homologs ey and toy, which are
found in Drosophila and other holometabol ous insects (Czerny
et a., 1999), and a Pax6 duplication reported in zebrafish by
Nornes et a. (Nornes et a., 1998), no duplicated Pax6 genes
have been described in other organisms so far. The
phylogenetic analysis of the homeodomain and flanking
regions with representative Pax genes supports a weak but
closer clustering of planarian Pax6A to the duplicated
Drosophila ey and toy, compared with the Lophotrocozoa
clade representatives such as the nemertine LsPax6 or the
mollusc LoPax6. Such weak clustering could be produced by
a long branch attraction effect between Drosophila and
planarians. According to its structural divergence, Pax6B is
located outside the main Pax6 clustering in the tree. Although
the amino acids that determine DNA-binding specificity are
well conserved in Pax6B, half (nine out of 18) of the invariant
residues present in the paired and homeodomain are not
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Fig. 10. Expression of GtSx-1 and Gtopsin regenerating G. tigrina
after injection with Pax6A/Pax6B dsRNA mixture, visualized by
whole-mount in situ hybridization. Dorsal view of head regenerating
fragments after 3, 6 and 9 days from cutting. (A-C) Water-injected
controls hybridized with Gtsix-1. (D-F) GtPax6A/GtPax6B dsRNA
mixture-injected organisms hybridized with GtSx1. (G-1)
GtPax6A/GtPax6B dsRNA mixture-injected organisms hybridized
with Gtops. (A,D) A faint GtSix1 hybridization signal is visible after
3 days of regeneration both in the controls and in injected animals.
Later on, GtSx1 mRNA is clearly visualized at the eye level. No
differences are detected between controls (B,C) and injected animals
(E,F). (G-1) A normal expression pattern of Gtops mRNA can also be
detected in animals injected with GtPax6A/GtPax6B dsRNA. Scale
bars: 0.5 mm.

conserved, thus representing a notable exception to the notion
that Pax6 is a highly conserved transcription factor. Ectopic
expression of this gene in Drosophila fails to produce eyes
(Callaertset a., 1999). From an evolutionary point of view, we
can hypothesize that gene duplication produced two Pax6
paralogs in a triclad or platyhelminth ancestor. After that, the
two genes evolved with different selective pressures, probably
resulting from different functional constraints. Nowadays
Pax6A would conserve most of the structural characteristics of
the ancestral Pax6, and consequently, higher similarity to Pax6
proteins of other organisms. In evolutionary times, mutations
accumulating in the duplicated gene generated the structural
differences present in Pax6B.

Pax6A and Pax6B are expressed in intact planarians
and activated during regeneration

Both Pax6 planarian genes are expressed in the CNS of adult
organisms, Pax6A being more strongly expressed than Pax6B.
The presence of Pax6B transcripts along the anteroposterior
planarian axis, which was barely detected by in situ
hybridization, was confirmed by RT-PCR experiments
(Callaerts et al., 1999). Both genes are expressed in a subset
of cellslocated along the entire CNS. Thetime course of Pax6A
expression in cephalic regeneration clearly demonstrated
activation of this gene during cephalic ganglia formation.
Similarly, increased production of Pax6B transcripts during

regeneration was demonstrated in G. tigrina (Callaerts et a.,
1999). Regeneration of the new cephalic ganglia requires the
presence of the old nerve cords. This process has been followed
by immunoreactivity to the molluscan cardioactive peptide
(FMRFamide). New neural fibers emerge very early from the
sectioned old nerve cords and reach the blastema, then bend
transversally and fuse, producing a commissure, where
cephalic ganglia will differentiate (Reuter et a., 1996) (Fig.
9A). Early activation of Pax6 at the level of cells located near
the old nerve cords that reach the blastema suggests pivotal
functions of these genes in the formation of neural structures
in these organisms. A role for Drosophila ey in axon pathway
selection during embryogenesis has recently been proposed by
Noveen et a. (Noveen et al., 2000). In addition, it has been
reported that severe defects in adult brain structures that are
essential for vision, olfaction and the coordination of
locomotion, are detectable in eyeless mutant Drosophila
(Callaertset a., 2001). Asplanarians are considered to be close
relatives of primitive animals that acquired the CNS, further
study of the role of Pax6 genes during CNS regeneration will
be of interest for understanding the evolution of the genetic
program which triggers brain formation in higher organisms.

Owing to the low expression level, Pax6A and Pax6B
transcripts were not detected in the eye cellsin either intact or
regenerating planarians by conventional in situ hybridization
on paraffin sections with digoxigenin-labeled riboprobes.
However, DtPax6B expression in the eye cells was detected
with a more sensitive in situ hybridization method using
radioactive riboprobes (Callaerts et a., 1999). TEM in situ
hybridization also revealed Pax6A and Pax6B mRNA in eye
cells (Fig. 5) (Calaerts et al., 1999). These transcripts were
distributed both in pigment eye cells and in different
subcellular compartments of photoreceptors, i.e. throughout
the perikaryon, and in the rhabdomeres. The presence of Pax6
transcripts has recently been monitored by competitive RT-
PCR in adult human lens epithelium, corneaand monkey retina
(Zhang et al., 2001). Moreover, Pax6 expression persists in
amacrine and ganglion cells of the mature retina (Ashery-
Padan and Gruss 2001; Marquardt et a., 2001). On the whole,
these results support arole of Pax6 in the maintenance of eye
cells.

Reduction of Pax6A and Pax6B endogenous
transcripts by RNAI indicates that both genes are
functionally dispensable in eye regeneration
In many organisms, the Pax6 transcription factor is critical for
eye formation, aswell asin patterning the CNS (Quiring et al.,
1994; Kurusu et a., 2000; Pratt et al., 2000). As the basic
functioning of the eyes in capturing photons and transmitting
the information to the brain is similar in al animals, the
presence of Pax6 transcriptsin light-sensitive cellsand pigment
cells of planarian eye strongly suggested a conserved role of
both Pax6 genes in this structure. Pax6 is considered very
ancient and it has been indicated that the ancestral role of this
gene was to construct alight-sensitive unit by direct regulation
of opsin expression (Sheng et a., 1997; Pichaud et a., 2001).
The primitive eye of basal metazoans such as planariansis the
most suitable model system for studying Pax6 ancient
function(s) in visua structures (Gehring and Ikeo, 1999).
The use of dsRNA to disrupt gene expression is a powerful
method of achieving RNA interference in planarians (Sanchéz-



Alvarado and Newmark, 1999). Thus, complete loss of eye has
been obtained after Gtsix-1 dsRNA injection in planarians
regenerating a head (Pineda et a., 2000). Moreover RNAI-
mediated depletion of opsin mMRNA aso leads to the loss of
phototactic behavior in these animals (Pineda et al., 2001).
Our experiments using dsRNA synthesized by Pax6A and
Pax6B provide strong evidence that RNAI acts by decreasing
endogenous cognate mRNA levels. The reduction of these
gene products was comparable with that obtained for the
corresponding RNAs in Gtsix-1 or Gtops RNAI experiments,
which give rise to abnormal eye phenotypes. Despite the
drastic RNAi-induced reduction in Pax6A and Pax6B
transcripts, we did not observe any gross morphological
aterations of the CNS in intact planarians or during
regeneration. Moreover, eyes formed without any sign of
defects during head regeneration and contained several
photoreceptors comparable with those found in the eye of
water-injected controls. A simple interpretation of these results
is that the genetic network that controls eye formation in
planarians is not triggered by Pax6 genes. The low level of
Pax6 expression in the eye cells opens an aternative
hypothesis, that both planarian Pax6 genes control eye cell fate
decisions by a dose-independent mechanism, insensitive to the
RNAi-induced transcript reduction. We favor the former
possibility, as gene dose appears to be a fundamental
requirement for the activity of Pax transcription factors, Pax6
being one of the best documented examples (Schedl et al.,
1996; Van Raamsdonk and Tilghman, 2000). An exhaustive
search for other Pax6 did not yield any additiona Pax6 gene
in either planarian species, making an eye-specific Pax6 highly
improbable. If Pax6A and Pax6B genes are not crucia for eye
induction during regeneration in planarians, we can speculate
that other genes play a related role and substitute or
compensate Pax6 action in the regulatory eye network. In this
respect, the planarian Gtsix-1 gene, which is essential for eye
regeneration (Pineda et a., 2000), could represent a putative
candidate. The finding that Pax6 is not expressed during
ganglionic photoreceptors (Joseph cells and organs of Hesse)
development in Amphioxus (Glardon et a., 1998), the
demonstration that Rx, but not Pax6, is essential for the
formation of retinal progenitor cells in mice (Zhang et a.,
2000), and our data on a Pax6-independent eye regeneration
processin two species of planarians support the hypothesis that
more than one molecular pathway can generate functional
visual cells. Moreover, the recent hypothesis that other factors
acting in paralel to Pax6 during retinal development can
compensate Pax6 function (Ashery-Padan and Gruss, 2001)
supports the possibility that several aternative combinations
could give rise to the same phenotypic structure. The selection
of an alternative combination could be promoted by a peculiar
developmental scenario, i.e. blastemal regeneration. In this
context, the Pax6-independent eye regeneration can be
considered a remarkable example of such flexibility. Further
analysis of the role of Pax6 during planarian eye development
could contribute to establishing similarities between the
processes of eye development and eye regeneration.
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RESULTATS

4. EL GEN GTSIX3 S’EXPRESSA A LES BRANQUES CEFALIQUES | NO A
LES CEL-LULES DELS ULLS.

Article 4:

Pineda, D., Salo, E. (2002). Planarian Gtsix3, a member of the Six/so gene family, is
expressed in brain branches but not in eye cells. Mech Dev. 2002 Dec;119 Suppl
1:S167-71.

En aquest ultim treball es presenta la identificacié i caracteritzacié d’'un segon gen de
la familia Six/sineoculis, el gen Gtsix3. Aquest gen pertany a la subfamilia Six 3/6.

Els gens de la subfamilia Six3/6 tenen un important paper en la morfogénesi dels ulls
a vertebrats. | 'homoleg del gen Six3 de Drosophila, el gen Dsix3/optix, té la capacitat
de generar ulls ectopics a Drosophila quan s’expressa ectopicament i a través d’un
mecanisme independent a Pax6 (Seimiya, 2000).

RESUM:

Per tal d’esbrinar quin es el paper del gen Gtsix3 a platihelmints vam estudiant-ne la
seva expressio. Es va comencar analitzant I'expressi6é del gen Gtsix3 en organismes
adults per hibridacié in situ whole-mount. Gtsix3 s’expressava a les branques
neuronals que surten dels ganglis cefalics i que es dirigeixen a les parts més distals
del cap.

El seglient pas fou analitzar I'expressioé de Gtsix3 en organismes decapitats i fer-ne
el seguiment durant la regeneraci6 anterior. Es comencga a detectar I'expressio del gen
Gtsix3 a partir del 4t dia de regeneracié en forma de dues taques, a la zona del
blastema, prop d’on s’estaven generant els nous ganglis cefalics. A partir dels 6 dies
de regeneracié aquesta expressidé s’expandia continuadament en la regié anterior als
nous ganglis cefalics i s’anava separant lateralment cap a cada costat del cap. Als 15
dies s’assolia el patré d’expressié observat en els organismes intactes.

Era, aixi, un gen amb una expressi6 més tardana que I'observada en els gens
Gipax6A i GtPax6B. Tenint en compte els experiments d’Umesono i col-laboradors
(1999) a Dugesia japonica, Gtsix3 també s’expressava més tardanament que els gens
DjotxA i DjotxB. | al comparar I'expressio de Djotp i Gtsix3, s’'observa que ambdos
compartien la localitzacié de la seva expressié perd Gisix3 s’expressava també més
tard.

Finalment, en aquest treball es proposa un model que agrupa els diferents estadis de
regeneracié del cap amb una descripcié espacial i temporal de I'expressio dels
diferents gens coneguts (fins al moment d’aquest treball) i implicats en la morfogéenesi
del sistema nerviés central i dels ulls de planaries.
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Abstract

Six/sine oculis (Six/so) class genes, with representatives in vertebrates and invertebrates, include members with key developmental roles
in the anterior part of the central nervous system (CNS) and eye. Having characterized the role of the first planarian gene of the Six/so family
in eye development, we attempted to identify novel genes of this family related to the platyhelminth eye genetic network. We isolated a new
Six/so gene in the planarian Girardia tigrina, Gtsix-3, which belongs to the Six3/6 class. Whole mount in situ hybridization revealed Gzsix3
expression in a stripe surrounding the cephalic ganglia in adults. This spatial pattern corresponds to the cephalic branches, the nerve cells that
connect the CNS with the marginal sensory organs located continuously at the edge of the head. During head regeneration, Gtsix-3 shows
delayed activation compared to other head genes, with an initial two spot pattern that later evolves to a continuous lateral expression in the
new regenerated cephalic ganglia with a final reduction to the adult pattern. However, Gtsix-3 is not activated in tail regeneration and no eye
expression is observed at any regenerative stage. These findings provide a new marker for the developing anterior nervous system and

evidence the complexity of planarian brain. © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Platyhelminth; Regeneration; Six/so class; Homeobox gene; Nervous system

1. Results and discussion

The Six/so gene family was identified by homology to the
Drosophila sine oculis gene, which is essential for
compound eye formation (Cheyette, 1994; Serikaku and
O’Tousa, 1994). The Six/so proteins are transcription
factors characterized by the presence of two conserved
regions, a Six domain (SD) (Oliver et al., 1995) and a
Six-type homeodomain (HD), both of which are required
for specific DNA binding (Kawakami et al., 1996). The
SD of sine oculis shows cooperative interaction with Eya
proteins (Pignoni et al., 1997). Three Six/so genes have been
isolated in Drosophila, so, D-six3 (optix) and D-six4, each
of which belongs to a distinct class of the Six/so gene
family: Six 1/2, Six 3/6 and Six 4/5, respectively (Seo et
al., 1999). These genes are expressed in restricted areas in
the head, Drosophila mutants provide evidence for the key
roles in the development of cephalic organs, and ectopic
expression of Dsix-3 (optix) produces ectopic eyes indepen-
dently of eyeless gene function in the Drosophila antenna
disc (Seimiya and Gehring, 2000). Caenorhabditis elegans
contains four genes of the Six/so class and Ceh-32, the Six3/

* Corresponding author. Tel.: +34-93-4021497; fax: +34-93-4110969.
E-mail address: esalo@bio.ub.es (E. Sald).

6 orthologue, is required for head morphogenesis (Dozier et
al., 2001). In vertebrates, a large number of so-related genes
have been identified that are also subdivided into the three
Six/so classes like in invertebrates. The Six3/6 genes in
vertebrates are also involved in development of the fore-
brain and eye-related structures (Oliver et al., 1995; Bovo-
lenta et al., 1998; Seo et al., 1998; Kawakami et al., 2000)
and overexpression of Six-3 can induce ectopic lens and
retina (Oliver et al., 1996; Loosli et al., 1999). In the planar-
ian Girardia tigrina (Platyhelminthes, Tricladida), we
previously identified the first Six/so gene, Gtsix-I (also
Gtso). This gene belongs to the Six 1/2 class and is required
for eye development during regeneration and maintenance
in the adult (Pineda et al., 2000; Sal6 et al., 2002). Here, we
isolated the planarian Six-3 homologous gene and charac-
terized its expression pattern in intact and regenerating
organisms.

1.1. A comparison of the planarian Gtsix-3 sequence

A partial cDNA was obtained by a combination of reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) amplifi-
cation using degenerate primers, and 5’ RACE polymerase
chain reaction (PCR). The resulting cDNA was 3’ incom-
plete and encoded 264 amino acids with two regions of high

1567-133X/02/$ - see front matter © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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Fig. 1. HD amino acid comparison and phylogenetic relationship between
representatives of the Six/so family genes. (A) Sequence alignment of HDs
from the planarian Gtsix-3 and Gtsix-1 with several representatives of the
three classes of the Six/so family genes. The Six-3 specific residues are
shown in bold. Percentages of sequence identity (%I), measured by compar-
ison with mouse Six-3, are indicated at the end of each line. (B) The 150 aa
from the SD and HD were used as a basis for the phylogenetic analysis.
Drosophila extradenticle, which have the closest sequence to Six class, was
used as outgroup (Rauskolb et al., 1993). This tree was constructed using a
neighbour joining tree, a distance matrix approach through the Clustal-X
alignment interface, and displayed using neighbour joining Plot. Boostrap
values for 1000 runs are indicated at the nodes. Species: m, mouse; zf,
zebrafish; (D) Drosophila; CEH, C. elegans; Gt, Girardia tigrina. Planarian
Gtsix-1 and Gtsix-3 proteins are located at the class 1/2 and 3, respectively.
Scale bar, genetic distance.

sequence conservation, the SD and the Six-type HD.
Compared with the Six/so HD sequences of other species
(Fig. 1A), Gtsix-3 showed the highest sequence identity to
the Six 3/6 subgroup, and shared the consensus tetrapeptide
(QKTH, Seo et al., 1999) and other residues scattered
through the HD. The ascription of planarian Gtsix-3 to the
Six3/6 branch of the family was confirmed by phylogenetic
tree analysis using the sequences of the SD and HD domains
of representative vertebrate and invertebrate genes (Fig.
1B).

1.2. Whole mount in situ hybridization

1.2.1. Intact adults

Gtsix3 expression in the adult planarian head is localized
in a stripe surrounding the cephalic ganglia, from the auri-
cles to the tip of the head (Fig. 2A). This localization corre-
sponds to the distal part of the brain branches that connect
the cephalic ganglia to the distinct sensors distributed along

the head margin: a sensory fossae, the sensory pits and the
auricles (Rieger et al.,, 1991). Transverse cryosections
confirmed expression in the lateral brain branches (Fig.
2B-E). Cryosections of adult heads labelled with the central
nervous system (CNS) marker PH04 showed an expression
pattern complementary to Gtsix-3. While PHO4 labels the
whole cephalic ganglia and the proximal part of the brain
branches (Fig. 2F) (Agata et al., 1998), Gtsix-3 is clearly
expressed in the distal brain branches. No expression was
observed in eye cells.

1.2.2. Regenerating planarians

Planarians regenerate a complete and proportionate head
with brain, auricles and eye spots in 2 weeks. We analyzed
the expression pattern of Gtsix-3 during head and tail regen-
eration by whole mount in situ hybridization. At 4 days of
regeneration, when the brain is forming, two spots of Gtsix-
3 appeared in the blastema close to the new regenerated
cephalic ganglia (Fig. 3A-C ). At 6-10 days of regeneration,
Gtsix-3 expression spreads more laterally on each side (Fig.
3D-F). At 15 days, this expression was reduced and showed
the normal pattern of a fully regenerated adult head (Fig.
3G). In tail regeneration, Gtsix-3 was not activated in the
blastema, whereas expression of this gene was maintained
in the old head (Fig.4A-D). The activation of Gtsix-3 in
head regeneration is delayed compared to other brain
genes like DjotxA, DjotxB/Gtotx, Djotp and GtPax6
(Umesono et al., 1999; Pineda et al., 2002). While these
genes are activated at 2 days of regeneration, the first
signs of Gtsix-3 expression appeared at 4 days. Early
expression is very similar among DjotxA, DjotxB/Gtotx
and GrPax6 genes: two spots were labelled at the edge of
the blastema and in front of the two old sectioned ventral
nerve cords, while the Djotp spots are located more laterally
(Fig. 5A). This activation is consistent with the hypothesis
that the new brain is regenerated by elongation of neural
fibers of the sectioned old nerve cells to the blastema
(Reuter et al., 1996). The two spots for GtPax6A locate in
these elongation points (Pineda et al., 2002). Later on, the
two elongated fibers bend transversally and fuse, producing
the first new transversal commissure, from where new
neoblasts, produced by active proliferation in the postblas-
tema region and determined as brain cells, fasciculate into
this commissure, initiating brain formation (Reuter et al.,
1996; see yellow encircling in Fig. 3C) with differential
expression of Otx related genes and activation of Gtsix3
in the presumptive branch region (Umesono et al., 1999;
Fig. 5B). At 8 days of regeneration, this pattern grows and
the eyes are induced with the expression of DjotxA, GtPax6
and Gtsix! (Fig. 5C). The final pattern is established at 15
days of regeneration with the complete differentiation of the
brain and its branches in the blastema and the postblastema
regions (Fig. 5D).

A comparative spatial and temporal pattern of expression
between Gtsix-3 and a regulatory planarian gene orthopedia,
Djotp (Umesono et al., 1997, 1999), indicates that these
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Fig. 2. Expression pattern of Gtsix-3 in intact adult heads. Whole mount in situ hybridization of an adult head is viewed dorsally (A) and shows expression
around the cephalic ganglia. In a series of transversal sections (B—E) from the tip of the head (B) until the eye and auricle level (E) we can observe the lateral
location of the signal. As a reference we performed an eye transversal section from whole mount in situ hybridization of a CNS marker PHO4. (F). No spatial
overlapping was observed between the two riboprobes. Scale bar: 0.5 mm.

genes are expressed in brain branches. However, though related to brain and eye formation (Kawakami et al., 2000),
both follow a similar spatial pattern during head regenera- their roles have split in planarians, being: Gtsix-1, exclu-
tion, Djotp is activated much earlier. Finally, though Gtsix-1 sively functional in eye, and Gtsix-3 expressed only in the
and Gtsix3 belong to the same family and are evolutionarily brain branches.

A 'B

c D
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| F. \ -
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Fig. 3. Expression pattern of Gtsix-3 during planarian head regeneration. Whole mount in situ hybridization of distinct stages of head regeneration from 1(A),
2(B), 4(C), 6(D), 8(E) 10 (F) and 15 days (G) at 17°C. Gisix3 was activated very late at 4 days of regeneration with two spots located at each side of the new

regenerating cephalic ganglia, encircled in yellow. At 6 days, the signal spread continuously until 10 days when it split into two, at 15 days it reached the pattern
of fully regenerated adult heads. The regenerated eye spots were observed at 6 days of regeneration. Scale bars: 0.5 mm.
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Fig. 4. Expression pattern of Gsix-3 during planarian tail regeneration, at 1(A), 2(B), 8(C), and 12 days (D) at 17°C. No activation of Gtsix-3 was observed in
the blastema tail, while the head pattern was unmodified. ph: new regenerated pharynx. Scale bar: 0.5 mm.

2. Experimental procedures
2.1. Species

The planarian used belongs to an asexual race (class A;
Ribas et al., 1989) of Girardia tigrina. Specimens were
collected near Barcelona and maintained in spring water.
Organisms were starved for 2 weeks and kept at 17°C before
the experiments.

2.2. Gtsix3 ¢cDNA cloning

Polymerase chain reaction (PCR) was used to amplify
Gtsix3-3’ fragment of 387 bp from planarian cDNA

prepared for 3' RACE PCR with the Marathon Kit (Clon-
tech). We used a forward degenerated primer corresponding
to the aminoacid sequence RTIWDGE and the Na21 primer
of the kit as reverse primer. The identity of the Gtsix3-3’
fragment was confirmed by sequencing. Using this
sequence, a specific primer corresponding to the same
RTIWDGE sequence was designed as reverse primer for
the amplification of the 5’ end by RACE. We obtained the
Gtsix3-5’ clone of 424 bp that contained the initial ATG.

2.3. In situ hybridizations

Whole mount in situ hybridizations were carried out with
intact planarians at distinct regenerative stages, following

12d

Fig. 5. Diagram summarizing the crucial stages of head regeneration with temporal and spatial description of developmental regulatory genes analysed in
planarian. The pattern of each gene expression domain is indicated in the following colour code: yellow, GtPax6; red, DjotxB and GtPax6; blue, DjotxA and
GtPax6; light green, Djotp; dark green, Djotp and Gtsix3; orange, GtPax6, DjotxA and Gtsix1. The border between the blastema (or new regenerative tissue)
and postblatema (or old region close to the wound) is indicated by dotted lines. B, blastema; bb, brain branches; ¢, commissure; cg, cephalic ganglia; PB,
postblastema; pc, pigment cells; phe, photoreceptor cells; vnc, ventral nerve cords;. Scale bar: 0.5 mm.
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Agata et al. (1998). Sense and antisense digoxigenin-labeled
RNA probes were made using the RNA in vitro labelling kit
(Roche). Hybridizations were carried out at 55°C for 60 h.
The clones Gtsix3-3’ and Gtsix3-5" were used for in situ
hybridization experiments (Genebank Acc. no. AF521300).
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DISCUSSIO

1. ORIGEN | EVOLUCIO DELS ULLS

Amb I'explosi6 de nous descobriments, gracies als estudis de genética del
desenvolupament, pocs temes han generat tant de debat com I'origen i I'evolucié dels
ulls. Es sorprenent com gens evolutivament conservats estan implicats en el
desenvolupament d’estructures morfologicament tant divergents. En sén un exemple
les semblances en els patrons d’expressié dels gens involucrats en la segmentacié
dels artropodes i els cordats, i també el desenvolupament de les extremitats i els
apendix d'insectes, equinoderms i vertebrats. Aquesta generalitzacié de vies o xarxes
implicades en el desenvolupament dels éssers vius també es veu reflectida en I'estudi
molecular del desenvolupament dels ulls. En aquest cas, la controvérsia principal es
troba en quin seria I'origen de tots els tipus d’ulls que trobem actualment dins el regne
animal. Hi ha un debat molt polaritzat sobre aquest possible origen i cal destacar-ne
dues vessants principals. Els partidaris d’'un origen monofilétic dels ulls, a partir d'un ull
inicial prototipic, basen la seva teoria atenent a les caracteristiques de conservacio
genética que s’han descobert. Oposadament, i tenint en compte la gran diversitat d'ull
actuals, altres cientifics postulen un origen polifiletic dels ulls, i argumenten que partint
de diferents tipus d’ulls, alguns haurien reclutat els mateixos gens a posteriori.

El primer grup, format pel Dr. W. Gehring i col-laboradors (2005), proposen dues
teories per explicar I'origen dels ulls. La primera es basa en la diferenciacié cel-lular:
Les cel-lules fotoreceptores s’haurien originat a partir de colonies de protistes. Aquests
organismes presenten un organul fotoreceptor que per processos de diferenciacié
cel-lular podrien donar lloc a fotoreceptors unicel-lulars. Tenim un exemple d’aquesta
teoria al cnidari Tripedalia. La larva conté unes cél-lules fotoreceptores amb microvillis
(on emmagatzema el pigment visual), granuls de pigment (melanina) i fins i tot un cili
motor (Figura D1). El seglent pas implicaria que a partir d’aquest fotoreceptor
unicel-lular es generessin, per diferenciacio, les dues noves cél-lules (pigmentada i
fotoreceptora) que posteriorment s’acoblarien per formar I'érgan fotoreceptor.

Figura D1 A) Larva planula del cnidari
Tripedalia. B) Fotoreceptor unicel-lular amb
granuls de pigment, microvilli i un flagel. Tret
de Gehring, 2005.
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La segona teoria, es basa en el procés d’endosimbiosi per explicar I'origen de la
fotorecepcio. La fotorecepcid podria iniciar-se a les cianobacteries, que generarien els
primers fotopigments. Posteriorment aquests serien incorporats per endosimbiosi als
eucariotes (algues) i donen lloc als cloroplasts. Posteriorment, aquestes algues van ser
incorporades pels dinoflagelats com a cloroplasts secundaris, que en alguns casos van
evolucionar i van donar lloc als primers organs oculars. Aquesta teoria es basa en
'observaci6 que els organuls visuals en alguns dinoflagelats (Volvox o
Clamydomonas) es localitzen als cloroplasts, i suggereixen que les cianobacteries
foren integrades pels eucariotes com a cloroplasts. També és habitual la preséncia
d’endosimbionts de dinoflagelats a linterior dels cnidaris, i porta a postular a W.
Gehring i col-laboradors que alguns dels gens necessaris per al desenvolupament de
la fotorecepcié puguin haver estat adquirits dels dinoflagelats pels cnidaris. Aquesta
simbiosi hauria permés que el genoma dels cnidaris hagués incorporat els gens
responsables de la fotorecepcié per transmissié horitzontal.

Greuet i col-laboradors (1965) proposen una hipotesi alternativa, i suggereixen que
els organuls oculars podrien derivar dels cloroplasts. El dinoflagelat Erythopsis
pavillardi (Figura D2) no té cloroplasts, i en canvi, t& un organul ocular amb cornia,
cristal-li, copa pigmentada i un tipus d’organitzacié semblant a la retina, amb
membranes similars als rabdomers.

Figura D2 Organul ocular (en vermell)
del dinoflagelat unicel-lular Erythropsis
pavillardi . Tret de Sald, 2004.

El grup d’investigadors del Dr. W. Gehring també proposa un mecanisme d’evolucio
intercalar de la xarxa génica implicada en la morfogénesi dels ulls. L'ull prototipic que
proposen estaria format inicialment per un minim de dos gens, que formarien una
unitat fotosensible: El gen Pax6 que regularia directament al gen de I'opsina. A partir
d’aqui hi hauria dos mecanismes de reclutament de gens que poden intercalar-se a
aquest primer duet de gens; la duplicacié genica (com és el cas dels gens ey o foy a
Drosophila) i la fusié d’enhancers (quan a la regié promotora d’'un gen se li integra un
enhancer que li pot conferir una nova funcié especifica).

Arendt i col-laboradors (2003) proposen, amb un estudi molecular comparatiu dels
diferents tipus de ceél-lules fotoreceptores, que I'aparici6 dels dos grans tipus de
cél-lules fotoreceptores; les ciliades i les rabdomeériques, tindrien també un origen
comu i s’haurien diversificat per processos de diferenciacié cel-lular a partir de cél-lules
inicialment rabdomeériques.
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Altres investigadors, pero, difereixen d’aquestes teories. El grup del Dr. Nilsson
(2004) proposa un origen polifiletic dels diferents tipus d'ulls, tot i que postula que la
diversitat d'ulls actuals s’hauria originat a partir d’'uns pocs tipus ancestrals de cél-lules
fotoreceptores.

Aquests investigadors basen aquesta hipotesi atenent a: les diferéncies
ontogeniques dels ulls actuals, les diferéncies entre els ulls de tipus rabdomeéric i ciliat i
les diferéncies anatdmiques dels diversos tipus d’ulls. Posen en dubte el paper
ancestral dels fotosensors de cnidaris, ja que és I'estat de polip el que es creu que és
'estat ancestral dels cnidaris i no s’han descrit ulls en I'estat de polip. També
adverteixen del problema d’identificar homologies entre els tipus de fotoreceptors a
partir dels patrons d’expressié geénica. | postulen un grau elevat de promiscuitat
genética entre aquests tipus cel-lulars, que donaria lloc a una gran variabilitat
evolutiva.

Altres diferéncies, que també avalen una evoluci6é independent de les estructures
oculars sén els tipus de proteines que componen la lent (cristal-lins) i les diferéncies
entre els ulls en camera de vertebrats i cefalopodes.

La composicio proteica de les lents (cristal-lins) és molt diversa dins el regne animal,
mentre que la construccié de les lents utilitzant proteines que tinguin una capacitat
refractaria ha estat una estratégia molt comuna. Ens trobariem davant d’'un cas
d’oportunisme molecular tan eficag, que la majoria d’organismes I'han utilitzat.

| finalment, la comparacio6 del I'ull en camera de vertebrats i cefaldopodes ens mostra
un clar exemple de convergéncia funcional, es a dir, que tot i que sén dos organs amb
un desenvolupament molt diferent han arribat a solucions molt semblants a partir de
camins evolutius molt divergents.

Els platihelmints, amb unes taques oculars molt simples, similars als ulls prototipics
proposats per Darwin, s6n un esglad més en l'intent d’esbrinar I'origen i I'evolucio6 de la
visié en el regne animal. El nostre estudi dels elements reguladors de la determinaci6
inicial dels ulls durant la regeneracié a planaries ha intentat, doncs, aportar noves
dades per tal de complementar els estudis comparatius de les diferents estrategies
genétiques i moleculars en qué els organismes han solucionat la determinacio i
diferenciacio dels organs de la visié.
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2. GENS IMPLICATS EN LA REGENERACIO DELS ULLS A PLANARIES

En aquest apartat es discutiran en més detall els resultats obtinguts dels experiments
realitzats amb gens dels que hem identificat I'ortdleg a planaries i que presumptament
estan implicats en la regeneracid dels ulls a planaries. S’ha dividit I'apartat en tres
subapartats, on es discutira comparativament l'estructura de les seqliéncies, els
estudis de I'expressi6 i els experiments enfocats a I'analisi de la funcié dels gens aillats
a planaries.

2.1 ESTRUCTURA

Per introduir I'analisi de I'estructura dels gens aillats a planaria i que presumptament
participen en la regeneraci6 de I'ull d'aquests organismes, farem primer un breu repas
de les estructures dels gens implicats en la xarxa genetica de la formacié dels ulls
coneguts a vertebrats i invertebrats. A la Figura D3 trobem representats de forma
esquematica els dominis de les diferents proteines que codifiquen aquests gens amb
els seus dominis d’interaccié6 amb el DNA i altres factors de transcripci6.
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Figura D3. Estructura en dominis dels gens ey, eya, so i dac de
Drosophila com a representants de cada familia génica. Els nimeros
indiquen el nimero d’aminoacids. Els asteriscs indiquen el lloc conservat
de fosforilacié6 per MAPK al gen eya. GRO; groucho. HDAC3; Histona
deacetilasa 3. N-CoR; Correpressor nuclear. P/S/T; regio6 rica en serines,
prolines i treonines. Tret de Silver i Rebay, 2005.

2.1.1 Els gens Pax6 de planaries

A planaries hem pogut aillat dos gens pax6; Gtpax6A i Gtpax6B. Ambdos gens
codifiquen per dues proteines diferents, que en estudiar-ne els dominis d’unié al DNA
hem pogut comprovar que es tractava clarament de dos membres de la familia Pax6.

S’ha analitzat la similitud de sequéncia d’'ambdés gens a partir dels seus dominis
conservats (domini paired i homeodomini) i hem pogut confirmar la seva similitud de
seqliéncia amb altres proteines Pax6 tant de vertebrats com d’invertebrats. Hem
comparat amb més detall les seqliéncies de les proteines GtPax6A i GtPax6B i hem
constatat clarament que la proteina GtPax6A té una similitud de seqiiencia més alta
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tant del domini paired com de 'homeodomini en comparar-les amb altres proteines
Pax6 conegudes. La proteina GtPax6A, a més, presenta diversos aminoacids
conservats a les regions flanquejants de ’lhomeodomini, mentre que GtPax6B presenta
unes regions flanquejants molt menys conservades. També en analitzar la regi6 linker
entre el domini paired i ’homeodomini hem comprovat que GtPax6A, com la majoria
de proteines Pax6, conserva una seqiéncia d’onze aminoacids. Aquesta mateixa
seqliéncia no s’ha pogut localitzar a GtPax6B.

Per tant, queda clar que la proteina GtPax6A de planaries conserva una similitud de
seqliencia molt més alta respecte a altres organismes que GtPax6B, i és GtPax6B el
gen Pax6 més divergent conegut fins al moment.

Tot i que la majoria d’organismes presenten un Unic gen Pax6, la presencia de dos
gens pax6 a planaries no é€s un cas unic, ja que coneixem altres organismes dels que
s’han aillat també dos gens pax6. Es el cas, ja introduit, de Drosophila i altres insectes
holometabols, dels que s’han aillat els gens ey i toy; ambdos gens també de la familia
Pax6. | també és el cas de la duplicacié del gen Pax6 descrita a peix zebra per Nornes
i col. (1998).

L’analisi filogenética de I'homeodomini i les regions flanquejants de Gipax6A de
planaries el col-loca proxim als gens duplicats ey i toy de Drosophila, i no proxim als
gens pax6 dels Lophotrocozoa com seria d’esperar. Aquest fet podria ser degut a un
efecte d’atraccido entre planaries i Drosophila en presentar unes branques molt
llargues. Gtpax6B queda col-locat fora del grup Pax6, ja que tot i que els aminoacid
que determinen I'especificitat d’unié al DNA estan conservats, la meitat dels residus
invariants de ’'homeodomini no estan conservats.

A nivell evolutiu, podriem hipotetitzar que es va produir una duplicacié del gen pax6
en un ancestre dels platihelmints, i que posteriorment aquests dos gens han
evolucionat degut a una pressi6é selectiva diferent, probablement com a resultat de
constriccions funcionals també diferents. N'’és una prova el fet d’haver trobat la
mateixa duplicacié d’aquest gen tant a G. tigrina com a D. japonica. Actualment
Gtpax6A ha conservat una estructura més proxima al gen Pax6 ancestral i per aixo
presenta una major similitud amb les proteines Pax6 d’altres organismes. En canvi, el
gen Gipax6B hauria anat acumulant més mutacions que li confereixen una estructura
més divergent.

2.1.2 La familia Six/sineoculis

L’aillament dels gens Gtsix1 i Gtsix3 amb els experiments d’aquest treball de recerca
ens confirma la preséncia d’almenys dues families de proteines six/sineoculis al grup
dels Lophotrocozoa. D’altra banda, també dona suport a la hipotesi d’'un cluster Six
arquetipic en algun ancestre comu de tots els organismes bilaterals (Kawakami i col.,
2000).

Pel que fa a lestructura del gen Gtsix1, I'homologia de seqiiéncia tant de
I’'homeodomini (en el que la majoria de residus especifics estan conservats) com del
domini sineoculis ens confirma que el gen Gtsix1 pertany a la subfamilia six1/2.

Igualment, en comparar la seqiéncia del gen Gtsix3 amb diverses sequencies de
I’'homeodomini de diferents gens de la familia six/sineoculis, Gtsix3 mostra una major
identitat de seqliencia amb els gens de la subfamilia Six3/6. L’analisi filogenetica de
les sequéncies de 'homeodomini i del domini sineoculis comparades amb les mateixes
seqliencies de gens aillats tant a vertebrats com invertebrats també ens confirma que
Gtsix3 pertany a la subfamilia de gens Six3/6.
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2.1.3 Les opsines

Les seqliéncies de rodopsines analitzades fins al moment (tant a vertebrats com
invertebrats) presenten un alt nivell de conservaci6é i s’agrupen totes dins la gran
familia de receptors acoblats a proteines G.

La seqliiéncia aminoacidica del gen Gtops i del gen Smops (Newmark i col. 1999)
aillades a planaries han estat utilitzades per establir la relacié filogenetica amb les
opsines d’altres organismes. Les opsines de planaries queden agrupades en un arbre
filogenétic amb les opsines de mol-luscs; filum que també pertany al clade dels
Lophotrocozoa. Aquests resultats conjuntament amb altres estudis filogenétics
realitzats amb molécules com el RNA ribosomal 18S més la cadena pesada de la
miosina (Ruiz-Trillo., 2002) i els gens Hox (Bayascas i col., 1997) confirmen la posici6
dels platihelmints dins el clade dels Lophotrocozoa.

2.2 EXPRESSIO
2.2.1 Expressio dels gens Pax6

A planaries, ambdos gens Gipax6A i Gipax6B s’expressen al SNC dels organismes
adults, tot i que I'expressio de Gtpax6A és més forta que la de Gipax6B. Ambdds gens
s’expressen en cel-lules localitzades al llarg de tot el sistema nervios central (ganglis
cefalics i cordons nerviosos).

Durant la regeneraci6é anterior d’'una planaria decapitada, I'expressié de Gipax6A i
Gtpax6B s’activa amb ['inici de la regeneracié dels ganglis cefalics. Els nous ganglis
cefalics es regeneren a partir dels cordons nerviosos antics de I'organisme. Les fibres
nervioses que formaran els nous ganglis cefalics emergeixen rapidament dels extrems
dels cordons nerviosos seccionats i s’allarguen cap al blastema, posteriorment
s’uneixen transversalment i es fusionen formant una comissura on s’intedigiten els
nous neoblasts del blastema, ja determinats a cél-lules nervioses, i que donaran lloc
als nous ganglis cefalics. Ja s’observa expressié d’ambdos gens pax6 a les cél-lules
nervioses proximes al lloc de seccié dels cordons nerviosos antics i que es dirigeixen
cap al blastema. Aixo ens suggereix que els gens Gtpax6A i Gfpax6B tenen una funcio
molt primerenca en la formaci6 de les estructures neuronals d’aquests organismes.

Trobem una expressié similar a Drosophila, durant 'embriogénesi. Noveen i col.
(2000) suggereixen que l'expressié d’eyeless esta implicada en la selecci6 de les
interaccions entre axons. També és conegut que els mutants severs d’ey i toy de
Drosophila presenten defectes severs en les estructures cefaliques que sén essencials
per la visio, I'olfacte i la coordinacié motora (Callaerts i col., 2001).

Es de gran interés, doncs, seguir estudiant quin és el paper dels gens pax6 a
planaries durant el procés de regeneracié anterior per tal de conéixer més
profundament I'evolucié del programa geneétic encarregat de la regeneracid dels
ganglis cefalics de planaries i de la formacié del cervell a organismes superiors.

Pel que fa a I'expressio dels gens pax6 a les cél-lules que formen I'ull de planaries,
no s’ha detectat expressié de Gtpax6A ni Gtpax6B per hibridacié in situ whole-mount,
ni per hibridacié in situ en talls de parafina hibridats amb ribosondes marcades amb
digoxigenina. Va caler utilitzar técniques d’hibridacié in situ amb sondes radioactives
per localitzar expressié de GtPax6B a les cél-lules fotoreceptores (Callaerts i col.,
1999). | s’ha detectat expressié de Gipax6A i Gipax6B amb el meétode d’hibridacié in
situ analitzat per microscopia electronica (TEM). Aquesta técnica va permetre observar
mRNA d’ambdoés gens a les cél-lules pigmentaries i a les cél-lules fotoreceptores
d’organismes adults (on vam observar mRNAs tant al pericarion com als rabdomers).
(Treballs realitzats per Callaerts i col-laboradors (1999) i pel grup de la Dra. Batistoni a
la Universitat de Pisa, Italia).

94



DISCUSSIO

La deteccid d’expressid del gen pax6 en I'ull adult no és un cas rar, ja que s’ha
localitzat expressié de Pax6 a I'epiteli de la lent i a la cornia d’humans en edat adulta i
a la retina de mico (Zhang i col., 2001), i també s’ha trobat expressié de Pax6 a les
cél-lules amacrines i ganglionars de la retina adulta (Ashery-Padam i Gruss, 2001).

Tots aquests casos juntament amb planaries donen suport a un paper de Pax6 en el
manteniment de les cél-lules de I'ull.

2.2.2 Expressio del gen Gtsix1

A planaries el gen Gtsix1 s’expressa de manera continuada a les cel-lules
fotoreceptores dels ulls dels organismes adults. En concret la seva expressié es
localitza en els cossos d’aquestes cel-lules.

Com s’explicaria, perd, que gens reguladors del desenvolupament estiguin
constantment activats en organismes adults? Cal recordar que estem analitzant
I'expressio de gens del desenvolupament en uns organismes amb una gran plasticitat
morfoldgica, amb processos de creixement i decreixement continus i amb capacitat de
regenerar. Aquestes caracteristiques particulars de les planaries ens permeten
explicar que observem I'expressié6 de Gtsix7 a ligual que I'expressidé de Gtpax6A i
Gipax6B en organismes adults.

Durant el procés de regeneracio anterior, I'expressié de Gtsix7 es comenga a
detectar en un estadi on es determinaria el territori presumptiu d’ulls. Per tant Gtsix1 ja
s’expressaria en neoblasts determinats a formar els ulls i es mantindria durant tot el
procés de diferenciacioé fins a la completa regeneraci6 dels ulls i posteriorment seguiria
expressant-se en l'ull regenerat.

Recordem en aquest punt els resultats obtinguts per Arendt i col-laboradors (2002) a
I'annélid P. dumerilii. Mentre que el gen Pdpax6 només s’expressa en les cél-lules que
formaran l'ull larvari, el gen Pdsix1-2 s’expressa als ulls de la larva i als ulls adults. En
aquest cas, igual que a G. tigrina els gen Gtsix1/Pdsix1-2 s’expressen en tot el sistema
visual de l'organisme, com també ho fa el gen so a Drosophila. Aquests resultats
indiquen que el paper dels gens ortolegs six7-2 en I'especificacié primerenca dels
sistemes visuals seria ancestral i caracteristic del grup dels Protostoms. En el cas dels
Deuterostoms els gens Six7 i Six2 no estan involucrats en el desenvolupament
primerenc de I'ull, perd se’'n detecta I'expressié durant la diferenciacié tardana de la
retina (Kawakami, 1996).

2.2.3 Expressio6 del gen Gtsix3

No s’ha localitzat expressio del gen Gtsix3 ni a les cél-lules fotoreceptores ni a les
cél-lules pigmentaries dels ulls de planaries adultes. Només s’ha detectat expressié de
Gtsix3 per hibridaci6é in situ whole-mount en una franja de cél-lules envoltant els
ganglis cefalics. La franja s’inicia a I'algada de les auricules fins a la part frontal del
cap, en forma de U invertida. Aquesta localitzacié correspondria a la part distal de les
branques del cervell que connecten els ganglis cefalics amb els diferents sensors
distribuits al llarg dels marges del cap (fosses sensorials i auricules).

Durant el procés de regeneraci6 anterior, I'expressié de Gtsix3 és més tardana que
la resta de gens implicats en la morfogenesi del sistema nervios central i dels ulls (fins
als 4 dies de regeneraci6 a 17°C). La seva expressi6 es localitza en el blastema, a
ambdos costats de la zona de regeneracié dels nous ganglis cefalics. Aquesta
expressié s’extén durant els 6-10 dies de regeneraci6 fins a adquirir el patroé
d’expressi6 trobat en els organismes adults als 15 dies de regeneraci6é. Aquest patrd
d’expressié és comparable espacialment amb el patré d’expressio de I'ortdleg del gen
ortopedia de Drosophila, Djotp, que també s’expressa a les branques del cervell de
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planaries. Djotp és, per0d, un gen amb una expressié més primerenca que Gtsix3 i
atenent a la colocalitzaci6 d’ambdo6s gens es podria suggerir un paper de Djotp en
I'activacio del gen Gtsix3.

La manca d’expressié de Gtsix3 a les ceéllules fotoreceptores, sembla ser una
particularitat dels platihelmints, ja que el gen otroleg de Drosophila; optix, si que
s’expressa durant el procés de determinacié dels ulls compostos, i la seva
sobreexpressio indueix la formacié d’ulls ectopics en aquest organisme.

2.2.4 Expressi6 del gen de I’ opsina

L'expressié6 de Gtops a planaries queda restringida als cossos neuronals de les
cél-lules fotoreceptores, on s’expressa de forma uniforme i continuada. No s’ha trobat
expressié de Gtops a la regi6 dels rabdomers. Aquest patr6 d’expressio és molt similar
al patré d’expressié6 de Gtsix? amb la diferencia que Gtsix1 presenta uns nivells
d’expressidé més baixos.

Durant el procés de regeneracié, I'expressi6 de Gtops és la més tardana en
apareixer, respecte a la resta de gens estudiats implicats en la regeneracié de I'ull de
planaria. Es comencga a detectar expressié de Gtops en un grup de cél-lules proximes
a I'epidermis dorsal, que corresponen a les futures cél-lules fotoreceptores. Aquesta
expressié es manté durant tot el procés de regeneracié.

Tenint en compte que el gen Gtops és un gen terminal de la xarxa génica, és obvi
pensar que les primeres cellules on en detectem [I'expressid6 son cellules
fotoreceptores que ja s’han comencat a diferenciar.

2.2.5 Expressio coordinada en la regeneracié del SNC i els Ulls a planaries

Les planaries sén capaces de regenerar completament i proporcional la regi6é
anterior (cap) amb totes les seves estructures; el cervell o ganglis cefalics, les
auricules i els ulls, en només dues setmanes (a 17°C). Durant aquest procés de
regeneracio6 anterior, i atenent al conjunt de gens que s’han pogut aillar fins al moment,
els primers gens en expressar-se son els ortdlegs dels gens otx (DjotxA, DjotxB o el
seu ortoleg a G. tigrina; GtotxB), otp (Djotp (Umesono i col., 1999)) i els gens GtPax6A
i Gtpax6B. Aquests gens s’expressen ja a les 48 hores de regeneracio. L’expressio
primerenca d’aquests gens és molt similar i en el cas de DjotxA, DjotxB/GtotxB i els
GtPax6 comenga amb una expressiod en dos taques al marge del blastema i davant
dels dos antics cordons nerviosos ventrals. El gen Gtotp presenta una expressido més
lateral a la resta de gens. Aquesta activacid és consistent amb la hipotesi de la
regeneraci6é del nou cervell per I'elongacio de les fibres neurals, que provenen del lloc
de seccié del cordd nerviés antic, cap al blastema. Seguidament, les dues fibres
nervioses elongades s’uneixen transversalment i es fusionen, i produeixen les
primeres noves comissures transversals. Aqui, nous neoblasts, produits per I'activa
proliferacié6 que es dbéna a la regié del postblastema i ja determinats a cél-lules
nervioses, s’interdigiten entre les noves comissures transversals i inicien la formacio
del cervell (Reuter i col., 1996).

Entre els 3 i 4 dies és quan apareix I'expressio de Gtsix7, en uns grups de cél-lules
davant del nou cervell i en posici6 més dorsal. Encara no s’observen cél-lules
pigmentades, i aix0 és el que ens fa pensar que Gtsix7 iniciaria la seva expressid en
cél-lules precursores de les cél-lules que posteriorment formaran ['ull.

Als 4 dies de regeneraci6 apareix |'expressi6 de Gtsix3, que igual que Djotp
s’expressa més lateralment i queda posteriorment restringit a les branques anteriors
que surten del cervell, com també és el cas de Dtotp.

Ja als 6-7 dies de regeneraci6 apareix I'expressio del gen de l'opsina i a la vegada
es confirma la diferenciacié de les cél-lules fotoreceptores amb I'aparicié també de les
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cél-lules pigmentaries. L’inici de I'expressié de Gtops és coetani amb I'aparicié de la
pigmentacio dels ulls, fet que indica que la diferenciacié de les cél-lules fotoreceptores
(opsina positiva) i de les ceél-lules pigmentaries (pigment positiu) es dona de manera
coordinada en I'espai i el temps. Ambdoés senyals de diferenciacié de les cél-lules de
I'ull apareixen a la mateixa zona; al territori presumptiu de l'ull, amb una posicié més
externa del pigment i una posicio interna del marcatge de I'opsina. Aquests resultats
donen suport al model de diferenciacié gradual de les cél-lules dels ulls en duets
proposat per Sakai i col-laboradors (2000).

2.3 FUNCIO
2.3.1 Pax6

Per tal d’estudiar quina és la funci6é dels gens Gipax6A i Gfpax6B a planaries, hem
utilitzat de nou la técnica d’RNAI per tal de disrupcionar I'expressié de cada un dels
gens pax6 de planaries i observar si es produia alguna alteraci6 morfologica
especialment dirigida al sistema nerviés central i als ulls dels organismes injectats amb
dsRNA.

A ligual que en els experiments realitzats amb Gtsix7, hem comprovat que,
mitjangant el métode d’'RT-PCR semiquantitativa, els nivells de mRNA enddgens de
Gtpax6A i Gtpax6B queden reduits en injectar dsRNA de cada gen respectivament. La
reduccio de mRNA d’ambdés gens és comparable a I'obtinguda en els experiments
realitzats amb Gtsix1 i Gtops.

Tot i la drastica reduccié dels nivells de mRNA de Gifpax6A en uns organismes i
Gtpax6B en altres, no hem pogut observar cap alteracid6 morfologica macroscopica del
sistema nerviés central o dels ulls de les planaries intactes injectades. Tampoc s’ha
observat cap alteracié en organismes regenerants injectats (organismes decapitats
préviament a la injeccio). Finalment hem reproduit el mateix experiment injectant a la
vegada dsRNA de Gipax6A i Gtpax6B i tampoc s’ha obtingut cap fenotip anormal. Fins
i tot decapitant dues vegades consecutives els organismes i deixant un temps
intermedi de regeneracié, per induir dues vegades el procés de regeneracio no s’ha
pogut obtenir cap fenotip de pérdua de funcié (comunicacié personal de la Dra.
Batistoni. Universitat de Pisa).

Molt possiblement, la manca de bons anticossos, com a marcadors moleculars per al
seguiment de les possibles alteracions del sistema nervios, ens ha impedit definir cap
fenotip alterat amb la injeccié d’'RNAI dels gens Gtpax6A i Gtpax6B.

Finalment, s’ha analitzat el possible efecte de la inhibici6 de Gtpax6A i Gtpax6B
sobre els altres gens que s’expressen als ulls de planaries. No hem detectat cap retard
ni reduccié dels nivells d’expressié dels gens Gtsix1 i Gtops en els organismes
injectats amb dsRNA de Gtpax6A i Gtpax6B.

Aquest resultats ens porten a pensar que els gens Gfpax6A i Gipax6B no estan
implicats en la xarxa genética de la regeneracio dels ulls de planaries.

Podriem pensar que els nivells residuals d'mRNA dels gens Gtpax6A i Gtpax6B que
queden en els organismes injectats amb dsRNA siguin suficients per realitzar la seva
funciod, en el control de la regeneracié dels ulls a planaries, mitjangant un mecanisme
dosi-independent. Aquesta funcié de pax6 seria insensible a la reduccié dels mRNAs
dels gens pax6 induida pels dsRNAs injectats. Quedaria, aixi, oberta la possibilitat que
els gens pax6 estiguessin implicats en la regeneracié dels ulls de planaria. Se’ns fa
dificil, perd, hipotetitzar un mecanisme dosi-independent dels gens pax6 a planaries si
tenim en compte la importancia del dosatge génic com a requeriment fonamental per a
I'activitat dels factors de transcripcio de tipus Pax, en que Pax6 n’és un dels exemples
més documentats (Schedl i col., 1996; Van Raamsdonk i Tilghman, 2000).

Aixi, atenent-nos als resultats obtinguts, els gens Gipax6A i Gtpax6B de planaries no
semblen tenir un paper clau en la inducci6é de la regeneracio dels ulls a planaries i
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podriem pensar, també, que hi hagués altres gens que poguessin compensar o
substituir I'accié d’aquests gens en la xarxa genica implicada en la regeneracio de I'ull
a planaria. Si hem d’especular sobre quins podrien ser aquests gens, creiem
improbable que es pugui tractar d’'un tercer gen pax6 amb una funci6 especifica a ulls,
ja que s’ha realitzat una cerca exhaustiva dels gens pax6 a les dues espécies de
planaria. Un candidat podria ser el mateix gen Gtsix1, gen clarament essencial per a la
regeneracio6 dels ulls en aquests organismes.

Els treballs d’Ashery-Padam i Gruss (2001) hipotetitzen que hi ha altres factors
actuant en paral-lel amb Pax6 durant el desenvolupament de la retina i que poden
compensar la funci6 de Pax6. Aquesta hipotesi porta a pensar que possiblement
puguin ser induides diferents combinacions alternatives de gens per donar lloc a una
mateixa estructura o organ. La seleccié d’'una o altra alternativa génica podria ser
diferent segons el procés de desenvolupament o si es tracta d’'un procés de
desenvolupament particular, com seria el cas de la regeneracié del blastema de
planaries. Es podria considerar la regeneracié dels ulls de planaria independent de
pax6 com un exemple d’aquesta flexibilitat. Sera clau, doncs, estudiar el paper dels
gens Gtpax6A i Gipax6B en el desenvolupament embrionari de les planaries per tal de
conéixer quines son les similituds entre els processos de morfogénesi dels ulls durant
I'embriogenesi i durant la regeneracio.

Igualment, recordar que hi ha altres organismes en els quals també es coneix que
Pax6 no esta implicat en la morfogénesi dels sensors visuals. Un exemple el trobem a
Amfiox, on les célllules de Joseph i 'érgan de Hesse no expressen ni requereixen
Pax6 per al seu desenvolupament (Glardon i col.,, 1998). També és el cas del
desenvolupament Pax6-independent dels ulls adults de I'annélid P. dumerilii (Arendt i
col., 2002). | fins i tot a vertebrats, Marquardt i col-laboradors (2001) van inactivar el
gen Pax6 a l'inici de la retinogénesi i que provoca que totes les cel-lules progenitores
de la retina es diferenciin en un uUnic tipus cel-lular; les cél-lules amacrines (Figura D4).
Aixi van demostrar un mecanisme independent de Pax6 en el procés de diferenciacio
de les interneurones amacrines de la retina.

Panl % Paafoohion oo Faxf
i .

Figura D4 Esquema que illustra els dos nivells de requeriment de Pax6 durant el procés de
determinacio de la retina. Tret de Marquardt, 2001.

2.3.2 Gtsix1

Per realitzar un estudi acurat de la possible funcié del gen Gtsix7 en la regeneracio
dels ulls, vam comencar intentant inhibir 'expressié d’aquest gen en organismes adults
per mitja de la técnica d’'RNA d'interferéncia (RNAI). L’expressio de Gtsix1 als cossos
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neuronals de les cél-lules fotoreceptores desapareixia a les 24h després de la injeccié
del dsRNA del mateix Gtsix1.

Per analitzar quin es I'efecte de la pérdua de funcié del gen Gtsix1 en organismes
adults, s’han realitzat dos experiments. En el primer, hem fet una analisi histologica
dels ulls d'organismes adults injectats amb RNAi de Gitsix7. Mentre que els
organismes control (injectats amb aigua) presenten una alta densitat de ceél-lules
fotoreceptores amb les seves estructures rabdomériques dins de la cavitat de I'ull, els
organismes injectats i analitzats a 7 i 14 dies postinjeccidé presenten una densitat de
cél-lules fotoreceptores molt més baixa.

En el segon experiment hem realitzat el seguiment de I'expressio del gen Gtops en
organismes adults injectats amb Gtsix7, I'expressié de Gtops davalla progressivament
des del primer dia postinjeccié fins a desapareixer als volts de 7 dies de linici de
I'experiment. A més, aquestes planaries no mostren cap fototropisme en posar-les en
contacte amb una font de llum, mentre que les planaries control (no injectades)
presenten el tipic fototropisme negatiu descrit en aquests organismes. Aixi, doncs, s’ha
aconseguit obtenir organismes fenotipicament cecs.

Perd com s’explicaria la pérdua gradual d’expressi6 de Gtops en organismes
injectats amb dsRNA de Gtsix1? Ambdds gens s’expressen a les mateixes cél-lules en
els organismes adults, i ens podria fer pensar en un efecte directe sobre el control de
I'expressio de I'opsina. Caldria estudiar, pero, les regions cis-reguladores del gen de
I'opsina per confirmar algun lloc de reconeixement del gen Gtsix1. Per altra banda, es
podria hipotetitzar un efecte més indirecte. Tenint en compte que els gens six/so tenen
una posicié molt upstream en la xarxa genética reguladora de la morfogénesi de I'ull
podriem explicar la pérdua gradual d’expressié de Gtops com a resultat de la disrupcio
d’aquesta xarxa génica. En aquest cas no caldria que I'accié inhibidora de Gtsix1
tingués un efecte directe sobre la regulacié de I'expressio de Gtops, sind que aquest
efecte fos causat per la inhibicié d’altres gens intermedis que posteriorment han de
regular positivament I'expressio de Gtops.

Amb aquests primers resultats ja hem pogut hipotetitzar que Gtsix7 té un paper clau
en el manteniment de l'estat diferenciat de les cél-lules fotoreceptores, ja que unes
cel-lules fotoreceptores sense fotopigments perden la seva fotosensibilitat i, per tant,
la seva funcio.

El seguent pas, era veure si Gtsix1 a més de tenir una funcié de manteniment de
I'estat diferenciat dels fotoreceptors, tenia també alguna funcid en el procés de
regeneraci6 dels ulls. Per analitzar aquesta possible funcié s’han utilitzat organismes
préviament decapitats, se’ls ha injectat dSRNA de Gtsix7 i s’ha seguit el seu procés de
regeneracidé anterior. Aquests organismes van regenerar el cap, les auricules i els
ganglis cefalics, perd no van poder regenerar cap de les ceél-lules ni estructures
associades als ulls. Aquesta pérdua de funcié té, doncs, un efecte exclusiu en la
morfogénesi dels ulls.

L’efecte d’aquesta pérdua de funci6 s’allarga fins a 3 setmanes. Després reapareixen
els ulls, i ens indica de nou que, tot i la injeccié de dsRNA, la gran plasticitat d’aquests
organismes els permet no perdre la competéncia per poder regenerar els ulls un cop
inhibit I'efecte del RNAI. Aquest efecte desapareix sense haver de decapitar de nou els
organismes, en canvi, quan es tracta les planaries amb la droga alsterpaulona
(inhibidora de la funci6 de la proteina Gsk-3) els organismes tractats no regeneren el
cap. Al aturar el tractament amb aquesta droga els organismes no sén capagos de
regenerar el cap i cal decapitar-los de nou després del tractament amb la droga per
induir una altra vegada el procés de regeneracié cefalica (Marsal, 2005).

Queda aixi demostrada una segona i important funcié del gen Gisix1 en la
determinacié primerenca de I'ull durant la regeneracio de les planaries.

Aquesta dualitat de funcions de Gtsix7 (tant de determinacié primerenca de I'ull com
de manteniment de l'estat diferenciat de les cél-lules fotoreceptores de planaries)
també ha estat descrita en el model de desenvolupament de I'ull de Drosophila on els
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gens six/so també intervenen en la determinacié inicial dels ulls compostos i,
posteriorment, en els processos de diferenciacié neuronal.

Finalment, els estudis preliminars d’injeccié6 de dsRNA de Gtsix3 tant en organismes
adults com regenerants no han donat fins al moment cap fenotip que mostri alteracions
en el sistema nervios dels organismes injectats.

2.3.3 Opsina

Les opsines tenen un paper fonamental en tots els sistemes visuals coneguts. La
seva funcié és convertir els fotons en un senyal eléctric capag de ser intel-ligible per
I'organisme. Tenen, doncs, una funcié sensorial.

El gen de la opsina de planaries va ser aillat per la seva utilitat com a marcador
molecular de les cél-lules fotoreceptores. | és per aixo que I'estudi de la funci6é d’aquest
gen s’ha restringit a I'avaluacié de la pérdua o no de fototropisme en organismes
injectats amb els dsRNAs dels gens presumptament implicats en la morfogénesi de
I'ull de planaries.

La injecci6 de dsRNA del gen Gtops en organismes adults indueix una rapida
davallada de I'expressié endogena del gen de I'opsina. Ja només en 24 hores post-
injecci6 no s’observa expressio de Gtops. Aquests organismes perden el seu
comportament fototactic en front de I'exposicié a la llum.

Com s’ha comentat anteriorment, amb la injeccié de Gtsix7 en organismes adults,
I'expressid de Gtops decreix paulatinament fins a desapareixer completament als 7
dies post-injeccié i ens trobem de nou davant d’organismes sense capacitat
fototropica.

Finalment, no hem pogut observar cap canvi en I'expressido d'opsina en els
organismes injectats amb dsRNA de Gipax6A, Gtpax6B, d’ambdos alhora i de Gtsix3.

En el cas d’'organismes regenerants injectats amb dsRNA de Gtsix7, no apareixen
les estructures oculars i 0bviament no s’ha localitzat expressié de Gtops. En injectar
dsRNA de Gtops, els organismes regeneren els ulls perd no expressen el gen de
I'opsina. Aquest efecte es manté durant 3 setmanes. Com en el cas de la injeccié de
dsRNA de Gtsix1, i atenent a la plasticitat genética d’aquests organismes, hipotetitzem
que l'efecte del dsRNA desapareix. A partir d’'aquest moment els organismes tornen a
restablir els nivells normals d’expressioé del gen de I'opsina.

En la resta de casos en qué no es va inhibir la regeneracio dels ull amb la injeccio
d’RNAI, els ulls que es regeneraven contenien sempre totes les seves estructures i es
detectava expressio de Gtops a les corresponents cel-lules fotoreceptores.

Quedaria pendent analitzar en detall quins serien els gens encarregats de regular
I'expressié de I'opsina a planaries. Com ja hem comentat, els candidats més propers a
regular-ne I'expressié a planaries poden ser el mateix gen Gtsix1, o altres gens més
downstream de la xarxa. Recordem que els treballs de Cook i Desplan (2001)
demostraven que el promotor de I'opsina era reconegut pel gen Pax6, i sembla clar
que la regulacié de I'expressié de l'opsina vindria dirigida per una combinatoria de
diversos factors de transcripcio.
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3. REFLEXIONS SOBRE PAX6 | LA XARXA GENICA INVOLUCRADA EN LA
MORFOGENESI DELS ULLS

3.1 EL PARADIGMA DE PAX6 COM A GEN MAJOR DEL DESENVOLUPAMENT
DE L'ULL

El concepte de Master Regulatory Gene com a interruptor d’'un procés de
desenvolupament apareix en analitzar els fenotips mutants dels gens homedtics. Les
mutacions homeotiques van descriure els gens majors del desenvolupament que
especificaven el patré del cos de Drosophila al llarg de I'eix antero-posterior. Aquests
gens, caracteritzats per tenir un domini homedtic, es troben formant els clusters
Antenapedia i Bitorax a Drosophila i els clusters Hox a ratoli (McGinnis i Krumlauf,
1992). Els mutants de pérdua i guany de funcié donaven lloc a les transformacions
homeodtiques. Un exemple és el cas d’ Antenapedia (veure Gehring i col., 1987).

Ens caldria remuntar-nos a l'aillament dels primers gens Pax6 i com s’ha anat
evolucionant en els coneixements de la morfogénesi dels ulls per tal d’entendre perqué
s’ha donat tanta rellevanga al gen Pax6 com un gen major del desenvolupament.

Breument, recordem que el primer gen Pax6 fou clonat a ratoli per Walther i Gruss
'any 1991. De seguida es va confirmar que aquest gen Pax6 corresponia al gen
afectat per la mutacié Small eye de ratoli. Dos anys després, C.C. Ton va aillar el gen
causant de I'Aniridia humana. Aquest gen codificava per una proteina molt similar a la
de ratoli. En aquest punt ja es va inferir una forta pressié selectiva sobre aquesta
proteina.

Els treballs de Quiring i col-laboradors al 1994 van permetre clonar el gen pax6 de
Drosophila i, inesperadament, la mutacié d’aquest gen determinava el fenotip eyeless.

Finalment, la comparacié de sequencies aminoacidiques de les caixes paired i
homedtica de les proteines codificades pel gen ey de Drosophila, el gen Small eye de
ratoli i el gen causant de I'Aniridia humana mostrava que les tres proteines eren
ortologues i, més important encara; totes tres estaven involucrades en la morfogénesi
de I'ull.

Tot apuntava que ens trobavem davant d’'un gen major del desenvolupament dels
ulls. Aquesta idea pren més pes amb la caracteritzacié de gens ortdlegs de Pax6 a
altres vertebrats, tunicats, equinoderms, artdopodes, mol-luscs, nematodes, anél-lids,
nemertins i platihelmints.

El grup del Professor Walter Gehring (Biozentrum, Universitat de Basel) van construir
organismes transgeénics capagos d’expressar el gen eyeless de manera ectopica en
altres discs imaginals a part del d’ull-antena. Aixi van aconseguir obtenir organismes
que generaven ulls compostos ectopics a altres regions del cos (a l'ala, a les antenes i
a les potes).

A partir d’aquest moment es va considerar el gen Pax6 paradigma de gen major del
desenvolupament. La seva expressio en determinats teixits desencadenava l'activacioé
dels gens necessaris per a la formacié de I'ull.

Ja més tard, es va analitzar si aquests gens podien substituir-se funcionalment entre
especies. Es van sobreexpressar els gens Pax6 de ratoli i mol-lusc a Drosophila i es
van obtenir també organismes transgénics que generaven ulls ectopics. Només en el
cas de Xenopus s’ha aconseguit parcialment obtenir I'experiment reciproc; s’ha
sobreexpressat el gen eyeless a Xenopus i s’han obtingut cristal-lins oculars ectopics.
En aquests experiments, pero, cal tenir en compte que Pax6, com a factor de
transcripcié que és, té segurament capacitat d’autoactivacio i no es pot descartar que
I'efecte observat es degui a una transactivacié dels gens Pax6 endogens dels
organismes transgénics.

Posteriorment s’ailla a Drosophila un segon gen Pax6 (toy) que tot i que divergeix
funcionalment d’ey, ambdds so6n capagos de complementar-se parcialment. Toy actua
upstream d’ey, induint directament I'expressid d’ey en el disc imaginal d'ull i és
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depenent d’ey per poder realitzar la seva funcié. També hem comentat que toy no esta
regulat per cap dels altres gens de la xarxa (ey, so, eya i dac).

Més tard s’ailla un tercer gen relacionat amb Pax®6, el gen eyegone (eyg), que intervé
en la morfogénesi de I'ull perd per una via independent d’ey, i que té un paper
completament diferent en el desenvolupament de I'ull. Ja hem comentat que eyg ve
regulat per notch i és promotor de la proliferacié de les cel-lules del disc imaginal d’ull-
antena. El gen Pax6 de vertebrats esta més relacionat amb foy y ey, que amb eyg, i
sembla que hauria adoptat el paper funcional d’'ambdés, ey i toy, en I'especificacié dels
ulls de vertebrats. Eyg, per altra banda, comparteix una alta homologia de sequéncia i
de funcié amb la isoforma Pax6(5a) del gen Pax6 de vertebrats.

No hi ha dubte, doncs, de la potencial conservacié6 del paradigma de Pax6 a
vertebrats recolzat pel paral-lelisme genetic entre ey i el gen Pax6 de vertebrats. Per
altra banda, perd, amb els coneixements actuals del desenvolupament de l'ull de
vertebrats és evident que no s’ha conservat de manera completa la jerarquitzaci6 de la
xarxa genética de la morfogenesi de 'ull de Drosophila a vertebrats.

També s’ha comprovat que hi ha vies alternatives de Pax6 (en condicions critiques)
implicades en la morfogénesi dels ulls de Drosophila, com és la via d’optix. Mitjangant
la sobreexpressié del gen optix també es pot induir la formacié d’ulls ectopics a
Drosophila.

S’han obtingut alguns resultats que plantegen la hipotesi que hi hauria més d’'una
Unica via molecular per a la generacié de ceél-lules visuals funcionals. La manca
d’expressid6 de Pax6 durant el desenvolupament dels fotoreceptors ganglionars
(céllules de Joseph i organ de Hesse) d’Amfiox (Glardon i col., 1998), la no
essencialitat de Pax6, siné del gen Rx en la formaci6 de les cél-lules progenitores de la
retina de ratoli (Zahng i col., 2000), i els nostres resultats d’'una via molecular
independent de Pax6 en el procés de regeneracié dels ulls de planaries en s6n un
exemple.

Amb tots aquests Ultims resultats, d’aillament de nous gens i de les seves
interaccions en la xarxa genética de [I'ull, el concepte de gen major del
desenvolupament va comengar a perdre forca.

No hi ha dubte sobre el paper central de Pax6 en el desenvolupament de l'ull de
Drosophila, i tot i que la seva expressié és condicié necessaria, no és perod suficient ni
exclusiva per a la morfogenesi de I'ull.

A més, Pax6 ha d’actuar en coordinacié amb altres gens per poder especificar el
desenvolupament dels ulls. Recordem que la formaci6 d’ulls ectopics per
sobreexpressi6é d’ey a Drosophila només es donava en els discs imaginals que també
expressaven el gen dpp. | si tenim en compte que ey i dpp no es regulen entre si, se
suposa que actuen de manera sinérgica en la induccié d’ulls. Aixi, I'expressid ectopica
d’ey no seria el factor exclusiu que provoca el desenvolupament de I'ull sin6 que li
caldria un entorn genéticament compatible per poder activar la morfogénesi dels ulls.

Creiem, per tant, que el concepte de Gen Major del Desenvolupament comportaria
que ey imposés la identitat d'ull a qualsevol cél-lula on s’expressés i, en canvi, només
ho fa en les cél-lules dels discs imaginals que coexpressen el gen dpp. En el cas de
Pax6, queda clar que calen altres factors genétics associats, i un entorn adequat
perqué aquest gen sigui capag d’especificar un territori d’ull.

Finalment, hem de fer esment a les Ultimes i innovadores hipotesis de Niwa i
col-laboradors (2004). Aquests investigadors han realitzat multiples estudis dirigits a
estudiar la relaci6 dels gens atonal, wg, dpp i ey en els processos inicials del
desenvolupament d’alguns organs segment-especifics com l'ull, els organs auditius
(organ de Johnston) i els organs cordotonals de les potes de Drosophila.

Segons els seus resultats, postulen un origen comu d’aquests tres organs sensitius, i
que possiblement provenen tots d’'un organ sensorial ancestral atonal-depenent.
Proposen que ey modificaria el programa genétic preexistent per a la formaci¢ dels

102



DISCUSSIO

organs sensorials per generar un organ sensorial especific: I'ull. Suggereixen una
funcié d’ey paral-lela o downstream de I'expressio d’'atonal en la formacié dels organs
sensorials, i no una funcio6 tan upstream de gen major del desenvolupament.

Les modificacions d’aquest organ sensorial ancestral probablement es poden
explicar amb els canvis morfologics dels segments inicialment homogenis en un
artopode ancestral, que donarien lloc a una diversificacid dels segments. Aquest
procés de diversificacié estaria dirigit pels gens Hox o gens homedtics. El
desenvolupament de la part posterior del cap depéen de l'activitat homeotica dels gens
del complex Antenapedia, perd no es coneix cap gen homeotic especific del segment
d’ulls.

Aquests investigadors conclouen que ey podria ser el candidat a tenir una funcié
Hox-like en I'especificacié del segment dels ulls.

Aixi, Pax6 tindria una funcio, més de marcar la identitat de segment cefalic on es
generara I'ull que no pas una funci6 d’especificacié només de I'ull.

3.2 CONSERVACIO DE LA XARXA GENICA INICIAL ENTRE VERTEBRATS |
INVERTEBRATS

L’especificacid del territori presumptiu de I'ull de la majoria d’organismes estudiats
requereix I'expressié de gens ortolegs de 'anomenada xarxa génica de la morfogénesi
de I'ull. També se la coneix com a xarxa genica de la determinacié de la retina (retinal
determination gene network, o RDGN) on aquest conjunt de gens rep el nom de gens
primerencs de la retina (early retinal genes) degut al seu important paper en l'inici de la
retinogénesi de I'ull a vertebrats. Sén, en conjunt, un grup de factors de transcripci6 i
cofactors que col-lectivament dirigeixen la formacié dels ulls i altres teixits.

Atenent només a la seva implicaci6 en els ulls i com ja s’ha explicat en 'apartat de la
introduccio, aquests gens actuen de forma jerarquica en el cas de la morfogénesi de
I'ull compost de Drosophila i s’han descrit diversos exemples de la seva possible
conservacio evolutiva en els vertebrats. La caracteritzacié dels homolegs dels gens ey,
toy eya, dach, optix i so a vertebrats i el corresponent analisi d’expressio i funcié ha
anat donant consisténcia a la teoria de conservacié d’aquesta xarxa génica de la
determinacio6 d’ulls tant de vertebrats com d’invertebrats.

Els principals paral-lelismes es basen en les semblances de l'activitat de Pax6 de
vertebrats i ey de Drosophila i les caracteristiques similars del gen so i els gens Six3 i
Six6 de vertebrats.

Hi ha també, perd, moltes excepcions i variacions entre les xarxes geniques
d’especificacié d’ull de vertebrats i invertebrats. Les relacions epistasiques conegudes
entre ey, so, eya i dac de Drosophila no semblen reproduir-se en el model de
vertebrats (Donner i Maas, 2004). També el cas del gen Rax de vertebrats,
imprescindible per al desenvolupament de I'ull mentre que a l'ortdleg de Drosophila
(Drx) no se li ha descrit funcié en la morfogenesi de I'ull.

Pel que fa a planaries, és encara molt agosarat parlar d’'una xarxa génica implicada
en la regeneracié dels ull. Es clar el paper de Gtsix1 en el procés de regeneraci6 dels
ulls des dels estadis primerencs de determinacid de les cél-lules nervioses a cél-lules
que formaran l'ull en el territori presumptiu de I'ull. No s’ha determinat, pero, cap
interacci6 entre aquest gen i els gens GtPax®6, i la interaccié de Gtsix?7 amb el gen de
I'opsina sembla més indirecte que directe.

Per altra banda el gen Gtsix3 no sembla estar involucrat en la morfogénesi de I'ull, i
ho podriem confirmar atenent al fet que no hem pogut detectat cap interaccié d’aquest
gen amb cap altre dels gens estudiats.

Durant aquest treball també es va aillar una sequiéncia parcial del gen ortoleg de rx a
G. tigrina (Gtrx). No es va observar expressi6 daquest gen a les céllules
fotoreceptores de planaries adultes. Gtrx s’expressava a la regid6 més anterior dels
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ganglis cefalics (resultats preliminars no presentats en aquest treball). A Drosophila, el
gen Drx també s’expressa al Sistema Nervios Central perd no se'n detecta expressiod
ni al primordi de 'ull de I'embrié ni al disc imaginal d’ull-antena larvari (Eggert i col.,
1998), i aixi suggereix que a Protostoms els gens rx estarien involucrats en la
formaci6 del Sistema Nerviés mentre que a Deuterostoms haurien adoptat un paper
més especific en el desenvolupament de I'ull (Mathers i col., 1997). A la Figura D5
trobeu una taula amb els gens dels quals s’ha aillat I'ortdleg a planaries i que estarien
implicats en la regeneracié dels ulls.

EXPRESSION EXPRESSION

PLANARIAN VERTEBRATE DROSOPHILA IN IN Iﬁ):-’FI’_RAEI‘ISASI;(I)ANN
GENE HOMOLOG HOMOLOG VERTEBRATE DROSOPHILA
EYE
EYE EYE
DjotxA . Photoreceptor Photoreceptor
) Crx otd Neural retina cells cells
Dt/otxB No expression
Dj/Gt pax6A : . Low expression in
Pax6 . ey;aless 'g”? placf)de Eye Imaglnal photoreceptor and
Dj/Gt pax6B twin of eyeless ptic vesicle discs pigmented eye cells
Eye disc epitelium, Eye precursor cells
Dj/Gt six1 Six1-2 sineoculis No expression photoreceptor cells | and photoreceptor
and optic lobes cells
Optic vesicle Eve i inal
. " N Neural retina ye imagina :
Gtsix3 Six3 optix Retinal pigmented discs No expression
epithelium and lens
Initial
Dj/Gt rx Rax/Rx Drx specifications of No expression No expression
retinal cells
SmIGt ops Opsin opsin Photoreceptor Photoreceptor Photoreceptor
cells cells cells

Figura D5. Taula amb un llistat dels gens de planaria otrolegs dels gens implicats en el
desenvolupament dels ulls de Drosophila i vertebrats, i els seus patrons d’expressié als ulls. Modificat
de Salo, 2002.

Podem avancar que el grup de la Dra. Batistoni de la Universitat de Pisa, i en
col-laboraci6 amb el nostre grup de recerca, ha pogut aillar I'ortdleg del gen eya
(Djeya) a la planaria Dujesia japonica (Manini i col., 2004). Djeya s’expressa a les
cél-lules fotoreceptores dels ulls de planaries com ho feia Gtsix1, perdo també a les
regions medial i lateral dels ganglis cefalics i al parénquima (Figura D6, A). La injecci6
d’RNAi del gen Djeya en organismes regenerants produeix el mateix fenotip de manca
d'ulls aconseguit amb 'RNAi de Gtsix1 (Figura D6,B).

Per tal d’investigar les possibles interaccions entre Djeya i I'ortoleg del gen Gtsix1,
han aillat també el gen Djsix1 (que esta altament conservat respecte a Gtsix7). Primer
han observat que la injeccié simultania d’RNAi de Djsix1 i Djeya incrementa molt el
nombre d’organismes que no regeneren els ulls després de ser decapitats (Figura D6,
C). Aquest experiment ja els han fet suggerir que ambdo6s gens actuen com un
complex en la regeneracié dels ulls de les planaries i han comprovat que ambdues
proteines interactuen in-vitro a través dels seus dominis conservats.

Aquests experiments ens confirmen que ambdds gens sbn necessaris per a la
correcta especificacié de les cél-lules de I'ull i sén una nova evidéncia d’interaccié
entre dos gens del cassette regulador encarregat de la regeneraci6 dels ulls a
planaries. Aquests resultats ens confirmen de nou que existeix un circuit inicial molt
conservat en el regne animal, tot i la diversitat de formes oculars i de les situacions de
desenvolupament particulars de cada espécie.

104



DISCUSSIO

Cc
a0
70
g &0
£
1]
¥
2
Dfya  Dgae1
Dleya

Figura D6 A) Expressio de Djeya a les cellules fotoreceptores i als ganglis cefalics. B) Fenotip de manca d'ulls
degut a la injeccié d’RNAi de Djeya (a dalt organisme injectat amb RNAI i a baix organisme injectat amb aigua. C)
Histograma que compara el percentatge d’organismes que presenten un fenotip de manca d'ulls després de la
injeccié d'RNAi de Djsix1, Djeya i ambdés alhora. Modificat de Mannini i col., 2004.

3.3 UNA XARXA GENICA P!_EIOTROPICA QUE PARTICIPA EN LA
MORFOGENESI D’ALTRES ORGANS

Amb I'estudi comparatiu dels gens implicats en I'especificacid d’altres organs i teixits
a part de l'ull, s’ha observat que alguns dels gens que componen la xarxa génica
encarregada del desenvolupament de l'ull també participen en els processos de
morfogénesi d’organs com les gonades de Drosophila, les orelles i els ronyons dels
vertebrats, i el teixit muscular esquelétic de ratoli.

En aquests casos, els gens encarregats de la determinacié de I'drgan o teixit sén
altres gens de les families PAX, SIX, EYA i DAC els que hi participen i ho fan formant
també una xarxa d’interaccions entre ells similar a la xarxa implicada en la
morfogénesi de I'ull.

En el desenvolupament de les orelles dels vertebrats hi trobem implicats els gens
Pax8 i Pax2 com a primers marcadors del territori presumptiu de la placoda otica
(veure Silver i Rebay, 2005, per referéncies). Més tard, Six7 i Eyal es coexpressen
ventralment a la placoda otica i els ratolins mutants per aquests gens presenten
defectes en el desenvolupament de les orelles. Similarment, les mutacions dels gens
Eyat i Six1 a humans estan implicades en la sindrome braquio-oto-renal, que és un
desordre autosomic que es caracteritza, entre d’altres, per un desenvolupament
anormal de les orelles. Durant el desenvolupament de les orelles hi intervenen també
els gens Dach1 i Dach2, perd sembla que I'expressio i regulacié d’aquests gens seria
independent de Pax2 o Eya1. (Figura D7, A)

En el cas del desenvolupament dels ronyons de vertebrats es coneix que hi
participen també els mateixos gens Pax2, Eya 1i Six1 (Bouchard i col., 2002).

En el desenvolupament primerenc del muscul esquelétic de ratoli (Figura D7,B), es
solapen I'expressié del gen Pax3 i la del gen Dach2, ambdos, a més, s’autorregulen
positivament a I'igual que ey i dach en el desenvolupament de I'ull de Drosophila. Pax3
és necessari per a la miogénesi del muscul esquelétic de ratoli i la seva
sobreexpressio indueix I'expressié d’Eya2 i Six1. A més, el mutant de Six7 presenta
defectes en la miogenesi, i quan s’expressen ectopicament les combinacions Eya2-
Six1 o Eya2-Dac2, es sinergitza I'expressié de marcadors musculars (indicatius de
diferenciacié miogénica) tals com Pax3. Aquest efecte sinérgic és similar a 'observat
en la induccid d'ulls ectopics per expressio ectopica d’eya-so o eya-dach a Drosophila.
(veure Silver i Rebay, 2005, per referencies).
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Figura D7 A) Esquema de la placoda otica de ratoli a I'estadi de 4-13
somites. HB: cervell posterior. NC; notocorda. La placoda s’invagina per
formar la vesicula otica que s’acabara tancant i formant I'otocist. B)
Xarxa genica involucrada en el desenvolupament dels musculs a
vertebrats. C) Xarxa génica implicada en el desenvolupament de la
placoda otica de vertebrats. Les fletxes roses indiquen les interaccions
sinérgiques que reflexen una possible associaci6 directa proteina-
proteina. Modificat de Silver i Rebay, 2005

Aquests experiments ens indiquen que els patrons d’interaccié d’aquests gens
mantenen funcions conservades en el desenvolupament de mudltiples teixits i 6rgans
tant d’'invertebrats com de vertebrats.

Aixi doncs, el fet que aquesta xarxa génica dirigida per la familia Pax estigui
conservada en la majoria d'organismes i que gens de la mateixa familia estiguin
implicats en la morfogénesi d’altres organs a part de I'ull ens fa pensar que els gens
Pax sén uns gens molt antics, i que probablement ja existien abans de la generacio
dels ulls als éssers vius. Podem hipotetitzar que el gen Pax6 ha estat implicat en el
desenvolupament de la regi6 cefalica i que posteriorment ha adquirit, entre d’altres, un
paper en la determinacié d’alguns dels sensons ancestrals (visi6 i olfacte) i ha estat
reclutat, aixi, per construir una unitat fotosensible primitiva, amb la funcié inicial de
regular I'expressio d’alguna opsina. L’adquisicié dels nous gens intercalats en aquesta
primera interaccié permetria que la xarxa genética s’anés ampliant i, a la vegada, ho
faria la complexitat de la regulacidé dels mecanismes de fotorecepci6, que permetria
generar cada vegada ulls més complexos. Amb les consequents duplicacions dels
genoma, i atenent a la seva gran capacitat d’interaccié entre ells, aquests mateixos
gens haurien adoptat altres funcions morfogenétiques com les comentades en aquest
punt.

3.4 UPSTREAM DE LA XARXA

Com ja hem comentat a I'apartat 3.1 de la discussid, la xarxa génica encarregada de
la morfogénesi de I'ull no és una xarxa tancada, que no permeti la interacci6 amb
altres gens d’altres vies de senyalitzacié, sind que necessita d’'uns processos
d’activacié anteriors a I'expressié de Pax6 i d’'un entorn genétic favorable per tal de
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generar una resposta transcripcional especifica i necessaria per a un
desenvolupament apropiat.

Trobem alguns exemples d’aquestes interaccions en el desenvolupament de I'ull
compost de Drosophila (Figura D8). Les vies de senyalitzacio de dpp i hedgehog (hh),
necessaries per a la iniciacié i progressié del solc morfogenétic (MF), influencien
I'especificacio de I'ull regulant I'expressio dels gens de la xarxa morfogenética d’ull. Hi
ha evidencies que dpp actuaria downstream o en paral-lel d’ey i que activa els gens
eya, dac i so abans de l'inici del MF. El cas de hh és més complex, ja que hh
directament no activa a ey sindé que ho fa eliminant un bloquejador de la transcripciod
d’ey.

| la via de senyalitzaci6 de wingless (wg) també té un paper important en la regulacio
del territori que donara lloc a I'ull diferenciat. Wg és un inhibidor de la formaci6 dels
ulls, perd no es coneix clarament quin és el mecanisme pel qual wg actua com a
repressor de la formacié de I'ull (veure Silver i Rebay, 2005 per referéncies).

Maorphogenatic

Dorsal ‘/ furrow

I-§

Anterior | Paosterior
i HH
e A
Phaloreceplons

Ventral

Figura D8 Esquema del disc imaginal d'ull de Drosophila que mostra
la progressié del MF conduida per I'acci6 cooperativa de les vies de
senyalitzacié de hh (blau cel) i dpp (verd). Les cel-lules més posteriors
del disc ja s’han diferenciat en cél-lules fotoreceptores, mentre que les
anteriors al MF encara estan proliferant. L’expressié de wg (vermell) es
localitza a la regio més anterior del disc bloquejant la formacio de teixit
ocular en aquesta regio i permet, aixi, la diferenciacié d’aquesta regio
en cuticula del cap. Tret de Silver i Rebay, 2005.

Trobem també altres factors implicats, com homotorax i teashirt, amb una funcié de
bloqueig temporal de la diferenciacié de l'ull a favor de mantenir la proliferacié cel-lular
(veure revisi6 Dominguez i Casares, 2005).

També és conegut que la via de senyalitzacié de EGFR té una funci6é de prevencio
d’apoptosi a I'ull de Drosophila i també té una funci6 d’especificacié de molts dels tipus
cel-lulars de I'ull.

Un ultim exemple de la interacci6 de la xarxa génica amb altres vies de senyalitzacio,
queda reflectit en I'especificacié d’'ull o d’antena en el disc imaginal d'ull-antena.
Mentre que el factor EGFR indueix la formacié de I'antena reprimint ey, notch indueix
la formacié d'ull per repressié6 de distal-les (implicat en la formacié d’antena) i
I'activaci6 indirecta d’eya. (veure revisié de S. Silver i |. Rebay, 2005)

Queda clar doncs, que és dificil definir un Unic gen, com Pax6, o una Unica xarxa
hermeética, com a xarxa de morfogénesi de I'ull. Cada vegada hi ha més evidéncies
que el control genétic del desenvolupament de I'ull depén de la interacci6é de diverses
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vies de senyalitzaci6 combinades i amb unes restriccions d’espai i temps molt
concretes. Aixd ens porta a hipotetitzar que els diferents tipus d’ulls actuals haurien
evolucionat de manera independent a partir d’'una xarxa génica comuna i molt basica.
Amb la pérdua o guany de nous components, la seva divergéncia evolutiva i les
combinacions alternatives d’aquests components s’hauria arribat a estructures
fenotipiques molt semblants.

La regeneracié dels ulls de platihelmints seria un exemple d’aquesta flexibilitat
evolutiva. Tot i la preséncia d’expressié dels gens pax6 a les cél-lules fotoreceptores,
segons els nostres experiments de perdua d’expressio mitjangant RNAI la regeneracio
dels ulls no és depenent de pax6. En els nostres organismes sembla, doncs, que
Gtsix1 o altres factors poden substituir o integrar la funcié de pax6.

Quedaria pendent poder esbrinar si el fet d’haver estudiat la morfogénesi dels ulls de
planaries durant el procés de regeneracié no ens ha permes caracteritzar una funcio
de pax6 en el desenvolupament embrionari dels ulls dels platihelmints.
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4. ULTIMS TREBALLS | NOVES PERSPECTIVES

Seguit als experiments realitzats i presentats en aquest treball, el nostre grup de

recerca ha continuat amb la investigaci6 del procés de regeneracidé dels ulls a
planaries.
Actualment ja s’ha aconseguit desenvolupar un eficient protocol per generar linies de
planaries transgeniques estables (una raga sexuada de I'espécie G. tigrina, Gonzalez-
Estévez i col., 2003). La utilitzacié d’animals adults per transformar els neoblasts ha
resultat en una alta freqiiencia de transformacié dels neoblasts i un alt nivell de
supervivencia de les planaries electroporades.

Per a la generacié de planaries transgéniques s’han utilitzat diversos vectors
versatils dels que en destaquem els vectors que contenen les sequéncies flanquejants
dels transposons Hermes i piggyBac. Aquests vectors sén portadors d’'un marcador
especific d’ull i potencialment universal, el 3xP3-EGFP, que es basa en un promotor
artificial format per 3 repeticions en tandem de la regi6 P3 del promotor de l'opsina,
associat a un gen reporter, la enhanced green fluorescent protein (EGFP). Aquest
promotor és activat pel factor de transcripcié Pax6 de molts organismes.

En transformar les planaries amb aquests vectors s’ha aconseguit obtenir planaries
transgéniques que expressen EGFP a les cél-lules fotoreceptores (Figura D9). |
confirmen, aixi, la preséncia de l'activitat de Pax6 a les cél-lules fotoreceptores de
planaries.

Figura D9 Planaries transformades per electroporacié d’una construccié6 de GFP amb
el promotor P3 de I'opsina en el vector transposable Hermes. A) Drosophila tansgénica
utilitzada com a control. B) Linia de planaria transgénica amb els ulls verds 12 mesos
després d’haver estat electroporada. C) Cossos de les cél-lules fotorreceptores de I'ull
que es tornen verds en entrar en el territori de I'ull. Ulls en mosaic amb cél-lules
antigues no transformades i ceéllules noves generades a partir de neoblasts
transformats. Esc. barres, 0,25 mm. Tret de Gehring, 2005.

En el nostre treball hem pogut aconseguir crear fenocopies dels mutants dels gens
aillats (estudis de perdua de funcié) i amb aquesta nova técnica de guany de funcio
realitzada a planaries s’obre una nova gran porta a la investigacié dels processos no
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tan sols de morfogénesi de I'ull, sindé també dels processos de regeneracié d’aquests
organismes. Aixi, les técniques d’RNAi i la generaci6 de transgénics ofereixen un gran
potencial per a I'estudi del desenvolupament i la regeneracié a nivell funcional.

Actualment, hem de recordar que s’esta seqlienciant el genoma sencer de
Schmidtea mediterranea (una espécie sexuada de planaries) al Genome Sequencing
Center (Washington University). Amb la seqlienciacié del genoma de S. mediterranea
és possible buscar nous gens in silico. Els diferents fragments del DNA genomic
d’aquest organisme s’estan ordenant en contigs. A partir de les seqléncies dels
ortolegs de qualsevol gen ja aillat en una altra espécie sera relativament facil trobar les
sequiéncies d’aquests gens a S. mediterranea. Aquesta nova recerca de gens in silico
ja ha donat els seus primers resultats, i la Dra. Adell en el nostre grup de recerca ja ha
pogut caracteritzar una seqiéncia genomica que correspon a lortdleg del gen
dacshund .

Aquests nous procediments obren una gran porta per l'aillament dels gens que
segons altres organismes model es troben upstream i downstream dels gens que
s’han estudiat en aquest treball. Es imprescindible clonar i analitzar els gens ortolegs
de dpp, hh, notch i wg a planaries per tal d’estudiar la seva funci6 i interaccié en la
determinacio6 dels ulls de planaria durant la regeneracio.

Queda també oberta la possibilitat que les planaries continguin un ortdleg del gen
eyg i que fins i tot aquest pogués substituir els dos gens Gtpax6 aillats en aquest
treball i/o intervenir en la proliferaci6 de les cél-lules que formen I'ull.

Un cop aillats els gens que falten de la xarxa es podran fer nous experiments tant de
pérdua de funcio utilitzant la técnica d’RNAIi, com de guany i pérdua de funcié amb la
recent possibilitat de generar organismes transgénics a planaries i fins i tot combinar
ambdues técniques en els mateixos organismes.

Finalment, sera clau estudiar el paper dels gens Gtpax6A, Gtpax6B, Gtsix1 i la resta
de gens implicats en la regeneracié dels ulls durant el procés del desenvolupament
embrionari de les planaries (actualment es disposa d’'una descripcié detallada dels
diferents estadis embriologics de la planaria Schmidtea polychroa (Cardona i col.,
2005), per tal de conéeixer quines son les similituds entre els processos de morfogenesi
dels ulls durant 'embriogénesi i durant la regeneracié.
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CONCLUSIONS

Les conclusions d’aquests treball son:

S’han identificat alguns dels presumptes components de la xarxa génica implicada
en la regeneracié dels ulls a planaria:

. S’han identificat 2 gens de la familia Six/sineoculis a planaria: Gtsix1 i Gtsix3.

. S’ha aillat un fragment del gen de la opsina; Gtops. Aquest gen s’expressa als
cossos neuronals de les cel-lules fotoreceptores diferenciades.

. El gen Gtsix1 s’expressa com un unic transcrit als cossos neuronals de les
cél-lules fotoreceptores dels ulls adults de planaria.

. El gen Gtsix1 és necessari per al manteniment de l'estat diferenciat de les
cél-lules fotoreceptores. La inhibicié d’aquest gen amb la técnica d’RNAi causa la
pérdua del fototropisme negatiu caracteristic d’aquests organismes i també s’ha
comprovat la perdua gradual de I'expressié de Gtops en els organismes injectats
amb dsRNA de Gtsix1 que genera un fenotip cec. Suggerim un efecte inhibidor
indirecte de Gtsix1 sobre Gtops.

. Durant el procés de regeneracié anterior, el gen Gtsix1 s’expressa als 3 dies de
regeneracié en un grup de cel-lules proximes a I'epidermis dorsal. En aquest
estadi es determinaria el territori presumptiu dels ulls, i aquestes cél-lules serien
el primer signe visible del procés de diferenciacié de les cel-lules que formaran
els ulls.

. El gen Gtsix1 té un paper clau en la determinacié primerenca dels ulls a
planaries. Els estudis de péerdua de funci6 amb RNAi mostren una inhibicié
completa de la regeneracié dels ulls. Aquests resultats estan d’acord amb un
paper ancestral dels gens del grup Six7-2 en la morfogénesi de I'ull a
Protéstoms.

. S’ha detectat I'expressié de Gtsix3 en una franja de cél-lules envoltant els
ganglis cefalics que correspondria a la part distal de les branques del cervell que
connecten els ganglis cefalics amb els diferents sensors distribuits al llarg dels
marges del cap.

. Durant el procés de regeneracié anterior, I'expressio de Gtsix3 es localitza en
el blastema, a ambdds costats de la zona de regeneraci6 dels nous ganglis
cefalics. Aquesta expressid s’extén entre els 6-10 dies de regeneracié fins a
adquirir el patré d’expressioé trobat en els organismes adults.

. S’ha identificat un nou gen Pax6 a planaries: Gtpax6A. El genoma de les
planaries G. tigrina i D. japonica presenta, aixi, dos gens Pax6 (Gtpax6A/Djpax6A
i Gtpax6B/Djpax6B).

. El gen Gitpax6A és més similar estructuralment a altres gens Pax6 que el gen

Gtpax6B, i és aquest ultim el gen Pax6 més divergent descrit fins al moment.
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Els dos gens Pax6 de planaries s’haurien generat per una duplicacié en un
triclad o plathielmint ancestral ja que no presenten cap ortologia clara amb els
gens ey i toy de Drosophila.

Gtpax6A i Gtpax6B s’expressen al Sistema Nervidés Central de les planaries
adultes, marcant els ganglis cefalics i els cordons nerviosos. Gtpax6B presenta,
pero, uns nivells d’expressiéo més baixos.

S’ha detectat mMRNA dels gens Gtpax6A i Gtpax6B tant a les cél-lules
fotoreceptores com a les cél-lules pigmentaries dels ulls de planaries per in situ
analitzades en TEM.

Suggerim un paper important dels gens Pax6 de planaries en la formacio de les
estructures neurals. Durant el procés de regeneracio, I'expressié d’'ambdoés gens
Pax6 s’activa rapidament en forma de dues taques intenses a la zona
d’amputacié dels cordons nerviosos antics. A mesura que avanga el procés de
regeneracio el senyal d’expressié de Gitpax6A ens ha permés fer un seguiment
del procés de regeneracio dels ganglis cefalics. Al final del procés de regeneracio
I'expressi6 de Gtpax6A torna als seus nivells basals.

La inactivacié dels gens Gipax6A, Gipax6B i una combinacié d’ambdés gens
mitjangant la técnica d’'RNAi a les dues espécies estudiades no provoca la
inhibicié de la regeneracié dels ulls. Tampoc s’inhibeix o es modifica el patré
d’expressié dels gens Gtsix1 i Gtops, ni hem pogut detectar cap alteracié en el
sistema nervids central amb aquesta tecnica.

Hem comprovat que la técnica d’'RNAi provoca un forta reduccié dels nivells de
mRNA dels gens Pax6 de planaria, perd no la inhibici6 completa i es podria
hipotetitzar un mecanisme dosi-independent de l'activitat dels gens Pax6 a
planaries.

Els gens Gipax6A/Djpax6A i Gtpax6B/Djpax6B no serien components
essencials en la xarxa génica que controla la determinaci¢ i diferenciacio6 dels ulls
de planaries durant el procés de regeneracié. Suggerim que altres gens poden
compensar o substituir I'activitat d’aquests durant el procés de regeneracié dels
ulls a planaries.
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