Linhagem germinativa

A linhagem germinativa € uma linhagem celular ainda enigmatica e
pouco estudada que contem células de grande importancia para a
heranca genética. Ela apresenta caracteres morfologicos distintivos.

A linhagem germinativa (ovdcito e células nodrizas do
ovariolo) de Drosophila
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Formas de determinacgao das células germinativas em modelos animais
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Linhagem germinativa e gametogénese em nematoides
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Distribuicao do plasma germinativo na clivagem do nematodide Parascaris

(A) Animal Chromosome
blastomere diminution
N /
&
_;qs

.

X
X

Vegetal /\
blastomere K

X

Germ plasm No ckromosome
diminution
(B)
N
Germ plasm No chromosome

diminution Stem cells

Nem todos os nematdides sofrem reducao cromossomica!
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Evidéncia de eliminagao de ADN em outros organismos
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“A eliminacao de ADN em alguns organismos parece ser uma forma novedosa de
silenciamento génico, compensacao de dosagem, e determinacao de sexo”

Wang & Davies, 2014



Nematoides tipicos que ndo sofrem redugdo cromossdmica: Caenorhabditis elegans

Teve Bl DD OO

Molecular Cell Biology. 2004. Lodish et al. 5tt Ed. WH Freeman and Co.
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Migragao de granulos P em C. elegans: Primeira Divisao

Milestone 18 (1988):
An unequal divide




Migragao de granulos P em C. elegans: Terceira Divisao




A linhagem germinativa € determinada muito cedo no desenvolvimento de C. elegans
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P4 da origem as células germinativas primordiais (PGCs)
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Inibicdo da transcricdo em precursores das células germinativas de C. elegans
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Inibicdo da transcrigao por PIE-1 em C elegans e PGC em Drosophila
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Linhagem germinativa de C. elegans
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http://www.wormatlas.org/movies/Germlinedev.swf
http://www.wormatlas.org/movies/Germlinedev.swf

Regulacao da decisao de mitose-meiose pela ponta dista

| em C. elegans, ovotestis celular (Parte
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Regulagcao da decisdo de mitose-meiose pela ponta distal em C. elegans, ovotestis celular (Parte Il)
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Formas de determinacgao das células germinativas em modelos animais
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Linhagem germinativa em Drosophila

(a) NUCLEAR DIVISION AND MIGEATION
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O plasma polar de Drosophila

DEVELOVNENTAL BRLCGY, Righlih EADON, FIgure T3 1D 2006 Mnauer Assocalios, i



esgate do plasma polar em embrides de Drosophila

Como voce poderia testar a importancia do germoplasma
(plasma polar) para a formacgao de cé€lulas germinativas?

Experimento de Okada (1974):
B . el
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Polar >lasm removed Polir plasne injected
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/

experimento de rescate



Experimento de Karl llmensee e Anthony Mahowald demonstra autonomia da regiao do plasma germinativo

E como eu s¢ se o plasma germinativo €
SUFICIENTE para inducir células germinativas?
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Experimento de Karl llmensee e Anthony Mahowald demonstra autonomia da regiao do plasma germinativo
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Localizagao da expressao do gene germ cell-less na regiao posterior do zigoto e embriao

Wild-type Mutant
(A) (B)

gcl
MRINA

Gl
protein

Outros genes que se expressam nas células polares e plasma germinativo:
- Gcl (RNA -> proteina)
- Oskar (proteina) -> Vasa (proteina)
- mtrRNA (RNA)
- PGC (RNA -> protefna) DRVELOMNENTAL BMLCGY, RIGHITT EADOM, FIQUre T3 © 20006 Snauer Assocales, .



Migracao das células germinativas no embrido de Drosophila (Parte I)
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QEVELOMMENTAL BIOLOGY, Eagnth Eavton, Figen 19,37 (Mart 1) © 2000 Snauer Assocales,



Migracao das células germinativas no embrido de Drosophila (Parte II)
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Migracado das GCs e coalescencia com SGPs (precursor gonadal somatico) na Drosophila, Parte |l
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Formas de determinacgao das células germinativas em modelos animais
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Desenvolvimento do camundongo
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Especificacdo e migracédo das células germinativas primordias em camundongo
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Migracao das células germinativas primordias em camundongo (Parte 1)

(A) Migration of
PGCs to endoderm

Arpnion

DEVELOMMENTAL BIOLOXGY, EANN EOON, FIGre 19,14 (MArT 1) © 2006 Snauer Assocalis, 1.



Migracao das células germinativas primordias em camundongo (Parte Il)

(B) Migration of PGCs into gonad (C)
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DEVELUMMENTAL BIOLOGY, EANN EOON, FIGne 19,14 (MAFLZ) © 2006 Snaer Assocalis, 1.



A expressao do mRNA Oct4 esta relacionada com a capacidade de formar células germinativas e totipoténcia

PGCs

Totipoténcia mantida por
Oct4; mais tarde no
desenvolvimento,
migragao ativa através de
gradientes de atracao
produzidos pelas cristas
genitais (migracao e
proliferacao de PGCs
reguladas por Stem Cell
Factor SCF e c-kit).

DEVELOMNENTAL BNOLCGY, RIghlly EGDOon, FIQure TRE D 2006 Snaer Assocales, i



RESUMO: Generalidades das células germinativas nos diferentes modelos animais.

Worm Fly

Mouse

Transcriptional Germ cells under the Meiosié and
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Duas formas extremas que formam as células germinativas em animais modelo

Preformation

Epigenesis
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O que dizer das espécies que ndo sdo modelos animais?
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O que dizer das espécies que ndo sdo modelos animais?
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Gametogénese: Esperma de mamiferos

Mitocondria

Tubulina

Foliculo do ovario
de mamifero



As alteragcdes no numero de células germinativas do ovario humano ao longo do periodo da vida
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A meiose no odcito de camundongo

Metafase |

Anafase | Metafase 11

DEVILOMMENTAL WOLOGY, BIghin Ecuion, Figere 128 © 2000 SMnaer Assocales,



O foliculo ovariano de mamiferos (crescimento e maturacdo do oocito)

Oocitos expressam GDF9 (TGF beta) que induz proliferacao de células foliculares
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cells cells
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Antrum contem fluido folicular rico em ¢

acido hyalurdnico que é usado nas injegdes Granulosar N3 = ’;;_,
intracitoplasmaticas de espermatozoides membrane Ll Oocyre
ICSI em fertilizagoes in vitro (physiological

intra-citoplasmic-sperm injection ou PICSI) GRAAFIAN FOLLICLE

Milestone 9 (1971):
Reinventing reproduction

DEVELUPMMENTAL BIOLOGY, EAGNU EOON, FIGUre 19.29 (MArT 1) © 2006 Snauer ASsocales,




O ciclo menstrual humano
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O ciclo menstrual humano
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Producao de RNA ribossémico em odcitos de Xenopus
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QEVELOMMENTAL BIOLOGY, Eagnth Eavon, Figere 19,25 (Fart 1) © 2000 Snker Assocales, o



Producao de RNA ribossomal em odcitos de Xenopus

(B) Transcription Transcription of ~ Transcription  Nontranscribed
begins ribosomal RNA ends spacer DNA
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QEVELOMMENTAL BIOLOGY, Egih Eaton, Figere 19,28 (Mart 3) © 2006 Snauer Assocales, v



Em odcitos de anfibios, cromossomos lampbrush sao ativos no dipléteno da vesicula germinativa

durante a primeira profase meiética

(A) (B)

Transcrlc;ao do gene Salamandra DNA y
da h1g ha em . :
Sala nan ndra 3 At

DEVELOPMENTAL BAN.OGY. Eighth Edition, Figure 1027 © 2006 201 Adasiaten, e



A expressao do gene ZP3 no oocito de camundongo em desenvolvimento

(A)

Oocyte
Ovary
Brain
Heart
Intestine
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Liver
Muscle
Testis
Uterus

DEVILOMMENTAL WAOLOGY, Bighih Ecuion, Figere TH.30 © 20006 SMnauer Assocales, o



TABLE 19.2 C(ellular components stored in the
mature oocyte of Xenopus laevis

Approximate excess over

Component amount in larval cells
Mitochondria 100,000
RNA polymerases 60,000-100,000
DNA polymerases 100,000
Ribosomes 200,000
tRNA 10,000
Histones 15,000
Deoxyribonucleoside

triphosphates 2,500

Source: After Laskey 1979.

CEVELOMMENTAL BVOLOSY, Eighth Eddon, Table 10.2 © £006 Grave Assocktes, Inc



Representacao esquematica da maturagcao de odcitos de Xenopus, mostrando a regulagao da

divisdo celular da meiose pela progesterona e a fertilizacao
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TABLE 19.1 Sexual dimorphism in mammalian meioses

Female oogenesis

Meiosis initiated once in a finite
population of cells

One gamete produced per
meiosis

Completion of meiosis delayed
for months or years

Meiosis arrested at first meiotic
prophase and reinitiated in a
smaller population of cells

Differentiation of gamete cccurs
while diploid, in first meiotic
prophase

All chromosomes exhibit
equivalent transcription and
recombination during meiotic
prophase

Source: Handel and Eppig 1908,



PARTENOGENESE: Oogénese e meiose modificada em alguns animais

a) Drosophila mangabeirai — um dos Corpos Polares atua como espermatozoide e
induz a fertilizacdo do ovo. PARTENOGENESE

SO fémeas

b) Inseto Moraba virgo (gafanhoto) e lagarto Cnemidophorus uniparens — oogbnia
duplica seu numero cromossOmico antes da meiose e por isso termina com
oocitos diploides depois da meiose. PARTENOGENESE

S6 fémeas

c) Gafanhoto Pycnoscelus surinamensis — nao precisa de meiose, o0 zigoto fémea se
forma mediante a mitose. PARTENOGENESE

SO fémeas

d) Himenoptera (abelhas, vespas e formigas) — ovos nao fecundados (e portanto
haploides) se desenvolvem em machos; fecundagao gera zigotos diploides que
produzirdo fémeas. PARTENOGENESE HAPLOIDE

Machos podem formar esperma eliminando a meiose I
(espermatogénese s6 passa pela meiose 1II)




TABLE 19.1 Sexual dimorphism in mammalian meioses

Female oogenesis

Male spermatogenesis

Meiosis initiated once in a finite
population of cells

One gamete produced per
meiosis

Completion of meiosis delayed
for months or years

Meiosis arrested at first meiotic
prophase and reinitiated in a
smaller population of cells

Differentiation of gamete cccurs
while diploid, in first meiotic
prophase

All chromosomes exhibit
equivalent transcription and
recombination during meiotic
prophase

Source: Handel and Eppig 1998.

PEVELOMMENTAL BVOLOZY, Eighth Edvon, Yable 10.1 @ L0006 Gimaver Assochies, Inc



Seccao do tubulo seminifero, mostrando a relacao entre as células de Sertoli e 0 desenvolvimento do esperma
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Seccao do tubulo seminifero, mostrando a relacao entre as células de Sertoli e 0 desenvolvimento do esperma
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A formacao de clones sinciciais de células germinativas do macho de humanos
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Ultra compactacao do DNA nos espermatozoides
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Espermiogénese ou maturacio das espermatides (Parte |)

(A)

: : N\ \
Golgi Centrinle Acrosomal Flagellum Flagellum
apparatus vesicle and
granule Centriole Centriole

URVELOVMENTAL BROLVGY, Egiin EGhon, Figure 7.2 (Men 7 ) © 2000 Shaos Assoceis, inc



Espermiogénese ou maturacido das espermatides (Parte Il)

Microtubulcs

remnant
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Espermiogénese ou maturacido das espermatides (Parte lll)
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O aparelho movel do esperma
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TABLE 19.1 Sexual dimorphism in mammalian meioses

Female oogenesis

Male spermatogenesis

Meiosis initiated once in a finite
population of cells

One gamete produced per
meiosis

Completion of meiosis delayed
for months or years

Meiosis arrested at first meiotic
prophase and reinitiated in a
smaller population of cells

Differentiation of gamete cccurs
while diploid, in first meiotic
prophase

All chromosomes exhibit
equivalent transcription and
recombination during meiotic
prophase

Meiosis initiated continuously in a
mitotically dividing stem cell population

Four gametes produced per meiosis
Meiosis completed in days or weeks

Meiosis and differentiation proceed
continuously without cell cycle arrest

Differentiation of gamete occurs while
haploid, after meiosis ends

Sex chromosomes excluded from
recombination and transcripticn
during first meiotic prophase

Source: Handel and Eppig 1998.
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