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Introduccion

Durante las ultimas décadas, los datos obtenidos a partir de la microinyeccion de
colorantes lipofilicos, iontoforesis e infeccidon por virus modificados han permitido
trazar linajes embrionarios de forma prospectiva (Parameswaran and Tam, 1995;
Lawson et al., 1991; Mikawa et al., 1992) . En los ultimos anos, este tipo de analisis se
ha basado principalmente en técnicas de caracter retrospectivo (sistema Cre-loxP).
Estos permiten el marcaje sistematico de poblaciones celulares que expresan un
determinado gen en una ventana temporal concreta (Sauer et al., 1988). No obstante,
estas técnicas presentan inconvenientes: el marcaje con colorantes de membrana
gueda “diluido” en cada division celular; el uso de vectores virales requiere
instalaciones inaccesibles para algunos laboratorios y los analisis retrospectivos no
aportan informacion sobre la localizacion o temporalidad del precursor marcado. En
nuestro laboratorio, hemos generado una metodologia basada en la microinyeccién
de TAT-Cre recombinasa en embriones portadores de los genes reporters floxeados
Tomato y GFP, la cual nos permite el diseno de "mapas de destino celular”, asi como
también el analisis de linajes celulares a partir de una sola célula.

Material y métodos

Estrategia para el “mapeo’ de progenitores embrionarios mediante la

microinyeccion de TAT-Cre recombinasa
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Embriones con un doble reporter floxeado (Tomato y GFP) (E6.75-E7.75), fueron
microinyectados con TAT-Cre recombinasa en epiblasto y/o mesodermo.
Posteriormente, los embriones fueron cultivados en condiciones estaticas (37°C, 5%
02, 7% de CO2). El analisis posterior se llevo a cabo mediante microscopia confocal.
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Equipos utilizados para la microinyeccién de TAT-Cre recombinasa

Zeiss Observer D1, micromanipulador Transferman Nk2, bomba de inyeccion
Femtolet (Eppendorf) (A-A”). Ejemplo de agujas utilizadas en nuestros ensayos

(A7), (A7) Concentraciones de TAT-Cre
o A recombinasa (Millipore) testadas. Teniendo
g 190 en cuenta el numero de embriones
g recombinados en cada condicion, numero de
s 100 clusters generados y el tamafio de éstos por
g embridén, estimamos 5x105U/ul  (=60%
;E 07 embriones recombinados; =33 células
o recombinadas por embrion) como la condicion
< 105U/l Sx105uiul 25100 OPtima para llevar a cabo nuestros ensayos.

Condiciones para la microinyecciéon de TAT-Cre recombinase (5x10°U/ul en IDTE 1X
buffer): presidn de inyeccion=800hPa; presidon de compensacidn=100hPa; t=2"".

Conclusiones

Resultados

La microinyeccion de TAT-Cre recombinasa nos permite el diseno
de “mapas” de destino celular

Embridon en un estadio E7 (B) microinyectado en la region cranial del mesodermo
embrionario (flecha). Después de cultivo, podemos observar células
recombinadas en la region cefalica del embriéon (B°, B™"; células recombinadas
indicadas con flechas amarillas).

Embridon en un estadio E7.75 (C) microinyectado en la denominada region
vuxtacardiaca (YCF, region anterior y rostral del embrion) (Tyser et al., 2021;
Zhang et al., 2021). . Tal y como ha sido demostrado previamente, en la YCF
residen progenitores del proepicardio (flecha amarilla en C’), miocardio vy
endocardio (C"’; células recombinadas indicadas con flecha amarillas).

Una baja titulacion de TAT-Cre recombinasa permite el analisis de
linajes celulares a partir de una sola célula

Embridon en un estadio E6.75 (D) microinyectado en la region craneal del
mesodermo embrionario (flecha blanca). Después de cultivo, podemos observar
células recombinadas en la regidon cardiaca del embrion (D’, D). Siguiendo |a
estrategia del doble reporter (Padron-Barthe et al., 2017), la probabilidad de
qgue en nuestra coleccion el cluster (células Tomato+; flecha amarilla) proceda de
un unico evento de recombinacion es del 81%.
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Esta nueva estrategia para el analisis de linajes celulares se muestra mas accesible a los laboratorios dedicados al estudio del desarrollo, presentando ademas
numerosas ventajas con respecto a las herramientas utilizadas previamente: es un sistema de trazado de linaje celular sensible, especifico y eficiente, posibilitando Ia

elaboracion de “mapas de destino celular” a partir de una sola célula precursora.
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