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Abstract

Transcriptional activity in early development of Physa acuta

The incorporation of 3H—Udr into acid-insoluble material in control em-
bryos of Physa acuta and in experimental embryos treated with proflavin
sulphate (25 ugr/ml) has been studied. Incorporation is plotted against
developmental periods within the first 48 hours of development. Results
suggest that there are three main transcriptional peaks: at 24-cell
stage, early gastrula and early trochophore. These peaks fit very well
with the three maxima of morphogenetic activity found by biological tests
(Vela, 1983). Furthermore, it is shown that proflavin sulphate inhibits
almost completely the RNA synthesis (50-95 % inhibition).

Introduccid

En una comunicacié prévia (Vela, 1983) vam descriure els resultats d'un
test biolégic per a mesurar els efectes de la proflavina sobre el desen-
volupament primerenc de Physa acuta (Gasterdpode Pulmonat). S'havia uti-
litzat la proflavina com a bloquejador de la transcripcié en lloc de la
actinomicina D (métode més classic) perqué es va comprovar que, en aguest
cargol, l'efecte de garbell de la seva membrana capsular impideix el pas

de 1l'actinomicina D (Vela, 1981).

Els resultats d'aquests tests bioldgics indicaven que semblava haver-hi
tres pics d'activitat morfogenética en el desenvolupament primerenc de
Physa acuta: al voltant de la fase de 24 cél.lules,a la gastrula prime-
renca i a la trocdfora molt jove. Aguests resultats eren basicament con-
sistents amb el que es coneixia sobre l'activitat génica embrionaria en

els Pulmonats (Lymnaea stagnalis; Verdonk, 1973). Malgrat tot, perd, hi

afegien nova informacié forga interessant. Per exemple, suggerien que hi
havia activitat génica 1lligada a la fase de 24 cél.lules; moment del ce-
senvolupament dels Pulmonats que representa una aturada del clivellament
i quan s'estableix la polaritat dorso-ventral de l'embrié (van den Bigze-

laar, 1976).

Tanmateix, , malgrat que es coneix que la proflavina s'inserta en 1'ADK
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i inhibeix 1'unié de 1'ARN-polimerasa amb 1'ADN (Polya, 1977), calia coi-
provar 1'efecte d'aquesta acridina sobre la transcripcié, aixi com els
possibles efectes secundaris de la proflavina sobre la sintesi d'ADN i

de proteines. També, era necessari estudiar l'activitat transcripcional
durant els primers dies de desenvolupament de Physa acuta, per tal de
comprovar si els pics d'activitat morfogenética trobats es corresponien

realment amb moments d'una activitat génica important.

Aixi doncs, hem estudiat la incorporacidé d'uridina tritiada (3H—Uer du--
rant els dos primers dies de desenvolupament de Physa acuta i 1l'efecte

de la proflavina sobre aquesta incorporacié. Els resultats demostren en
srimer lloc que els moments de maxima activitat morfogenética (24 cél.lu-
les, gastrula primerenca i trocdfora jove) es corresponen a moments de
maxima activitat transcripcional. D'altra banda, es comprova que la pro-

flavina inhibeix quasi completament la transcripcié (de 50 a 95 %).

JJaterials i metodologia

3'han utilitzat embrions de Physa acuta obtinguts de postes collides di--
rectament de l'aquari. Com que la fecundacidé en aquest cargol és interns,
no es pot controlar el moment de fecundacidé de 1'ou; per la qual cosa,

hem considerat com a temps zero de desenvolupament la fase de dues cél.lu-

les, facilment identificable.

S'alliberaren les cpsules del moc fent-les rodolar sobre paper de filtre
humit. Es important d'eliminar completament el mucus perqué s'ha compro-
vat que a@uest pot incorporar radiactivitat inespecifica, cosa que pot
dur a contatges anormalment alts. Després es deixava una hora de prein-
cubacié amb proflavina 25 pgr/ml (Serva) a la foscor, tot deixant els
controls també una hora a la foscor en solucié salina. Seguidament, s'in-
cubaven els controls i els embrions tractats amb proflavina durant tres
nores a temperatura ambient i a la foscor amb 3H—Udr 25 uCi/ml (activitac
especifica = 108-110 mCi/mgr) (Amersham). La quantitat d'ous incubats va
variar entre 20 i 40 i es matenien amb 1 ml de medi (solucié salina pels
controls o proflavina 25 jugr/ml pels experimentals). Un cop passat el
temps d'incubacié es rentaven exhaustivament les capsules amb un excés de
solucié salina per tal d'eliminar completament el precursor radioactiu i

la proflavina. Tot seguit s'enmagatzemaven els embrions a -20°C en 10-20

Jl de solucid salina.
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Per tal de mesurar 1a incorporacié de 3H—Udr es van homogenitzar els em-
brions per sonicacié en 300 ul de tampd Tris HCl pH = 7.5. D'aquest soni-
cat es van treure 50 ul que es van afegir a 5 ml de Supersolve (Koch -
Light) i es van mesurar els dpm. Amb aquestes mesures es va calcular la
incorporacié a la fraccié soluble ("uptake") (dpm experimental / dpm con-
trol). La resta del sonicat es va subdividir en dues aligiiotes de 100 ul
que es van precipitar amb 1 ml d'3cid tricloracétic (TCA) 10 % en fred
durant 4 hores. El material acid insoluble es va recollir amb filtres
Yhatman GF/C préviament rentats amb TCA 5 %. Els filtres es van rentar
posteriorment amb TCA 5 %, etanol, etanol - eter (1:1) i eter. Després de
deixar assecar els filtres es van posar en 5 ml de la barreja tolué - PPO
- POPOP (11 : 4 gr : 0.05 gr) i es van contar els cpm del filtrat. Amb
aquestes mesures es va calcular la incorporacié a la fraccié insoluble
("incorporation') (cpm experimental / cpm control) i el percentatge d'in-
hibicié. Tant els dpm com els CpPm es van mesurar amb un contador de es-—
cintil.lacié BETAmatic. Cada punt de la grafica es correspon com a minim

a quatre mesures.
La resta de 1'homogenat es va enmagatzemar a -20°C i va servir per a me-
surar el contigut de proteina mitjantcant un assaig BIO-RAD. Tant els dpm

com els cpm es van normalitzar pel contingut de proteina de la mostra.

Resultats i discussié

Els resultats es donen a la Fig. 1. En ella es veu com la incorporacid de
3H—Udr a la fraccié insoluble (cpm / ugr proteina) dels controls descriu
tres pics: un al voltant de la fase de 24 cél.lules, un altre a la gastru--
la primerenca i altre a la trocdfora Jjove. D'altra banda, la incorporacié
de 3H-Udr a la fraccié insoluble dels embrions tractats amb proflavina és
sempre molt més baixa. Aixd permet de calcular valors d'inhibicié de 1la
transcripcié que van de un 50 a un 95 %.oiBs a dir, la proflavina, a les
concentracions emprades per nosaltres, és un inhibidor efectiu de la trans-

cripcids,

..especte la incorporacié a la fraccid soluble ("uptake') solament en un
ount (trocoéfora molt jove) s'apropa a l'unitat. Aixd ens fa pensar que la
aturacié del fons ("pool") de nucledtids es fa molt rapidament. Doncs no

‘reiem que la proflavina pugui afectar la presa de nucledtids a través de

-a membrana cel.lular en segons quins moments del desenvolupament.
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Fig. 1.- Incorporacié de 3H—Udr a la fraccidé acid insoluble dels control-s
(—@—) i dels embrions tractats amb proflavina (- =O— 9. En
les barres superiors estan indicats els valor d''uptake", "in-
corporation'" i percentatge d'inhibicid. Per més detalls veure

el text.

Fig. 1.- 3H-«Udr incorporation into the acid-insoluble material from
controls (—4@—) and proflavin sulphate treated embryos
(- -O- =). Bars at the top indicate uptake, incorporation

and inhibition values. For further details see the text.

En definitiva, la incorporacié a la fraccidé insoluble dels controls ens

permet de dir que la activitat transcripcional dels embrions de Physa

acuta descriu tres maxims durant les primeres 48 hores de desenvolupament.
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Aquests tres pics d'activitat transcripcional es correlacionen perfecta-
ment amb els tres maxims d'activitat morfogenética trobats amb tests bio--
1o6gics (Vela, 1983), cosa que suggereix que durant la fase de 24 cél.lu-
les, la gastrula primerenca i la trocofora jove es transcriuen de fet

gens importants pel desenvolupament.

Anteriorment, ja havien aparegut alguns treballs sobre la sintesi d'ARN

durant el desenvolupament dels Pulmonats (Limnaea palustris, Morrill et

al. 1976). Aquests autors, malgrat que afirmen que la sintesi d'ARN fluc-
tua al llarg del desenvolupament, no van poder definir els pics de trans-
cripcié de la fase de 24 cél.lules i de la gastrula primerenca, segura-

ment perqué van mesurar la incorporacié d'uridina a temps fixos de desen-

volupament i no respecte a fases concretes d'aquest tal com fem nosaltres.

Verdonk (1973) va mesurar el nombre de gens letals que actuen en cada

moment del desenvolupament de Limnaea stagnalis i va trobar també un

maxim d'activitat génica en la fase de gastrula i trocofora jove. Aixi
doncs, els nostres resultats concorden prou bé amb els d'aquest autor.
Tanmatiex, nosaltres detectem un periode d'activitat génica lligada a

la fase de 24 cél.lules. Aquest moment del desenvolupament és un periode
d'aturada del clivellament durant el qual s'estableix l'eix dorso-ventral
de 1'embrié probablement per interaccions cel.lulars entre els macromers
i els micrdmers (van den Biggelaar, 1976 i 1977). A més a més, és el
moment que assenyala el comencament de l'asincronia en el clivellament

(van den Biggelaar, 1971a).

Es a dir, ja que la primera activitat transcripcional en els Pulmonats
sembla estar lligada a la fase de 24 cél.lules (veure també, van den
Biggelaar, 1971b), sembla haver-hi alguna relacid entre aquests fets 2
1'encetament de la transcripcié. Al respecte, cal dir que Newport i Kirs-
chner (1982a i b) han descrit que 1l'inici de la transcripcié a Xenopus,
que té lloc a 1'anomenada 'transicié de la blastula mitjana", esta 11i-
gat també a 1'encetament de l'asincronia en el clivellament. Tanmateix,
és encara prematur d'especular sobre la possible universalitat d' aquests

fets.

Aquest treball ha estat possible gracies a un Ajut pel Perfeccionament

dels:Professors i Investigadors de les Universitats i Centres de Recerca

de Catalunya del Dpt. d'Ensenyament de la Generalitat ae Catalunya. lScs.
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