Fertilizacao e clivagem



Fertilization -- the process by
which two cells, the sperm and the
egg, fuse to form a new organism.

The sperm and the egg must:
1) Find each other
& ensure that they are of the

same species

Regulate sperm entry --
avoiding polyspermy

Fuse genetic material from
sperm and egg

Activate egg metabolism &
develop
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Fertilizacao
1. Estado de maduracao do ovo em distintos animais

Estagios de maduragao do 6vulo no momento da entrada do espermatozoide:

Female
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Primary oocyte First metaphase Second metaphase Meiosis complete
The roundworm Ascaris The nemertean worm The lancelet Branchiostoma Cnidarians
The mesozoan Dicyema Cerebratulus Amphibians (e.g., anemones)
The sponge Grantia The polychaete worm Most mammals Sea urchins
The polychaete worm Chaetopterus Fish
Mpyzostoma The mollusk Dentalium

The clam worm Nereis The core worm Pectinaria
The clam Spisula Many insects
The echiuroid worm Urechis Starfish

Dogs and foxes



Fertilizacao
2. Quimiotaxia dos espermatozoides

Muitas espécies, como 0s ouri¢os, liberam as gametas
na coluna de agua.

Como se encontram? Os mecanismos variam entre
especies e sao muito especificos.

Os espermatozoides dos equinodermos conseguem
se orientar e direcionar seu nado seguindo
concentracdes de peptideos ativadores de esperma.
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Lytechinus variegatus (cortesia de Ciphonauta - CEBIMAR USP)

De uma olhada e brinque um pouquinho com no: Y . .
A1 Hm PoHd i%% VirtualUrchin

https://depts.washington.edu/vurchin/index.php?view=main



Fertilizacao
2. Quimiotaxia dos espermatozoides
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Em Arbacia punctulata, o peptideo ativador de

espermatozoides € denominado resact. Resact
€ depositado na geléia de ovo e se difunde na

agua do mar.

Ward et al. (1985) adicionou resact a agua do
mar com esperma de A. punctulata (A).

B->D mostram a migracéo de espermatozoides
em direcado ao gradiente de acao do ressact
apos 20, 40, 90 segundos.



Fertilizacao

(A) Os espermatozoides
de A. punctulata possuem
receptores que se ligam

2. Quimiotaxia dos espermatozoides a0 resact

(A)

Sperm
plasma
membrane

Cytoplasm

a2
® _—~Resact Ca**

|

cGMP /0/

Ca®t

!

Turns in swimming

Jackson
2003

-O receptor liga resact.
Ativando a atividade da
guanilil-ciclase (RGC).

- Isso forma a atividade
do GMP ciclico e permite
gue os ions de calcio

v (Ca2 +) entrem no

V. esperma.

-Ca2+ ativa a motilidade
dos espermatozodides e
eles eles nadam em
direcao ao gradiente de
concentragao mais alto.

(B) niveis de Ca2+ no
espermatozoide de S. purpuratus
1 segundo apds a exposicao ao
resact (um analogo do resact)



Fertilizacao
2. Quimiotaxia dos espermatozoides

Quimiotaxia em humanos

Os espermatozoides de humanos sao guiados
por quimiotaxia, termotaxia (resposta ao
gradiente de calor) e contragbes musculares.

A identidade do quimio-atraente humano nao é
conhecida, mas provavelmente € a
progesterona.

In vitro, o perfume floral bourgeonal atua como
um quimio-atraente (o bourgeonal n&o é
secretado no trato genital feminino - mas é
possivelmente quimicamente semelhante ao
quimio-atraente verdadeiro). Assim, o
Bourgeonal ou a progesterona produzem um
aumento transitério de Ca2+ nos
espermatozoides.
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Fertilizacao
2. Quimiotaxia dos espermatozoides

Fertilizacdo Externa: Atragao e ativagao de Fertilizacdo interna: capacitagao, atragcéo e ativagao dos
espermatozoides mediada pelo évulo espermatozoides ocorrem no trato reprodutivo feminino
(A) SEA URCHIN <Jelly layer~| | | Egg cell (B) MOUSE ~Cimddus— I ['gg cle)l} ‘
membrane layer pellucida membrane
(1) Sperm contacts Centriole Actin (1) Sperm activated by female
jelly layer \ Vitelline reproductive tract
w\g ) envelopel _-_Z/
NLICICL;/ Acrosome Flagellum Nucleus Acrosome
(2) Acrosome reaction Acrosomal process (2) Sperm binds to zona pellucida
(3) Digestion of jelly layer
(5) Fusion of acrosomal process
membrane and egg membrane
/\w
Gelatina de ovo desencadeia reacdo acrossémica. O contato com a zona pelucida desencadeia reacédo acrossdmica.
O esperma digere ao envelope vitelino e ocorre a O esperma digere a zona pelucida e ocorre a fusdo da membrana

fusdo das membranas celulares. celular.



Fertilizacao
3. Regulacao da entrada do espermatozoide

(A) Acrosomal (B)
membrane

Bindin
Sperm cell
membrane

Globular
actin

_

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Eighth Edition, Figure 711 {Part 1] © 2006 Snauer Assocaies. nG

O acrossomo € uma organela, derivada do
aparelho de Golgi do esperma, que se encontra
na extremidade anterior do esperma.

O acrossomo e o nucleo formam a 'cabeca do
esperma’.

(A) Nos ourigos-do-mar, os receptores na
membrana acrossomal ligam-se a
polissacarideos especificos na gelatina de
oVvo.

(B) O conteudo da vesicula acrossomal é
liberado.



Fertilizacao
3. Regulacao da entrada do espermatozoide

(C) As enzimas podem lisar um caminho
através da geleia do ovo até o envelope
vitelino do ovo.

Acrosomal
<~ enzymes

(D) Microfilamentos de actina estendem o
Bindin processo acrossomal. Bindina € uma
proteina que é espécie-especifica para
receotores de Bindina no ovo.

A Actin
microfilaments (A) (B) Bindin

S, purpuratus S. franciscanus

9 -9
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S. franciscanus

No agglutination Agglutination
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Fertilizacao
3. Regulacao da entrada do espermatozoide

Polispermia:
Mais de um espermatozoide entrando no
Ovulo € um problema.

(A)

Oocyte\
Cada espermatozoide traz: 1) um pro-

Sperm < 18_ ) L. .. i
pronuclel W=y Sy Egg nucleo hapléide e 2) um unico centriolo,

pronucleus que se divide em dois polos.

Sperm
centrioles

,/pronudear fisloii Se dois espermatozoides entrarem,

() havera dois pronucleos e dois centriolos.
O embrido resultante possui trés nucleos
hapldides.

First
cleavage

Centrosomes /




Fertilizacao
3. Regulacao da entrada do espermatozoide

Polispermia:

(A)

Oocyte Sperm
! s centrioles

Sperm

pronuclei 5 Egg

pronucleus

(C)

First
cleavage

Disintegrating cells;

v/ i
— AT 5
DO
Centrosomes [/ death of embryo
DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Eighth Edition, Figure 7.18 (Part 2) © 206 Sesine Ammcosten. Inc
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A primeira clivagem pode produzir até quatro células com numeros desiguais de
cromossomos. Esses embrides geralmente morrem ou se desenvolvem de maneira anormal.




Fertilizacao
3. Regulacao da entrada do espermatozoide

Polispermia:
(G)

Polispermia em um ovo de ourigco do mar.
Microtubulos em verde, DNA em vermelho.

(H)

Ovo humano na primeira mitose com quatro
centriolos (amarelo), fusos e caudas de esperma
(vermelho) e trés conjuntos de cromossomos (azul).




Fertilizacao
4. Evitando a entrada de multiples espermatozoides
Blogueio rapido da polispermia no ourico.

Membrane Fast block Degradation of R - P
> Na* influx —» potential 5 aslt ockto cyclin and inactivation ——— c.sto!'atlo]rll o |
change POYSPERY of MAP kinase innotic cell cycie
Activation of Conversion of Membrane

NAD" kinase ~ > NAD" to NADP* ~ | biosynthesis
Sperm binding 5
and/or fusion to Slow block to

I N : >
egg cell membrane 1P ‘ Ca?* release Cortical granule polyspermy
production exocytosis
Formation of

hyaline layer

Kinase Phospholipase C
—

stimulation activation
» | Stimulation of
Diacylglycerol Protein kinase C protein synthesis,
production activation > DNA replication,
( and cytoplasmic
¢ movements of
Na'/H* Increase in morphogenetic
exchange > | intracellular pH material

Imediatamente apds a entrada do esperma, uma mudanca no potencial elétrico
da membrana celular bloqueia a entrada de outros espermatozoides.



Fertilizacao
4. Evitando a entrada de multiples espermatozoides
Blogueio rapido da polispermia no ourico.

(A) 100
Antes da adicao do esperma, o
potencial de membrana através do

0k — 4 ovo é -70 mV.
mV
50 Depois do esperma, isso muda para

* + 20mV em relacéo ao exterior.
—100 I* sperm
adcljed Isso se deve a entrada do Na+

pelos canais de sddio.

Seconds



Fertilizacao
4. Evitando a entrada de multiples espermatozoides
Blogueio rapido da polispermia no ourico.

(D) Percentage of
Na* (mM) polyspermic eggs A polispermia aumenta se a
concentracédo de Na+ na agua for
490 22 reduzida.
360 26 O bloqueio rapido também ocorre
em sapos, mas provavelmente ndo
120 97 em mamiferos.

50 100




Fertilizacao
4. Evitando a entrada de multiples espermatozoides
A calcium release in the egg triggers many events

O ovo é carregado com um
corante que fica fluorescente
na presenca de calcio.

Uma onda de liberagao de
calcio pode ser vista a partir do
ponto de entrada do esperma.




Fertilizacao

4. Evitando a entrada de multiples espermatozoides

Blogueio lento para polispermia em ourigos

Na' influx —» potential —

Sperm binding
and/or fusion to

Membrane

change

Fast block to
polyspermy

Activation of

Degradation of
cyclin and inactivation ————

of MAP kinase

Conversion of

/> NAD" kinase — > NAD' to NADP* — >

egg cell membrane

Kinase

stimulation

IP3
production

Phospholipase C
activation

Diacylglycerol
production

—» | Ca?' release | —»

:

Cortical granule
exocytosis

Protein kinase C

activation (
Na'/H* Increase in
exchange intracellular pH
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Restoration of
mitotic cell cycle

Membrane
biosynthesis

Slow block to
polyspermy

Formation of
hyaline layer

Stimulation of
protein synthesis,
DNA replication,
and cytoplasmic
movements of
morphogenetic
material




Fertilizacao

4. Evitando a entrada de multiples espermatozoides
Blogueio lento para polispermia em ourigos

H+ Nﬂ'/“l

) gy it

OR, OR; OR, OR,
(Jj”"_i’”—m"o CHope CRTEIT(IE - Activation "
i DAG " bE
O —P=0 Activation \
OPOH H Alkalinity
HO /1  HO\OPOY, HO A1 HONQFOS Cortical
3 4 a\OH A granule
H  OPOY, H HOPO, exocytosis
PIP, 1P; ) ;
Stimulation of
IP; PATHWAY( ‘ cell division,
1P Ca?t DNA synthesis,
receptor I] RNA translation
—— \
i‘ii‘ﬁl’i‘ﬁm‘ C212+’/ Egg activation

exchange pump

IP, € a principal molécula responsavel

pela liberagdo de Ca2+. Isso é
conservado em todos os animais.

PIP, € dividido pela enzima fosfolipase-
C em IP; e diacilglicerol (DAG).

O IP, libera calcio ao abrir os canais de
calcio.

O DAG ativa a proteina quinase C, que
ativa uma bomba de troca Na*/H*. O pH
aumenta dentro do ovo. Acredita-se que
isso estimule a sintese de DNA e
proteinas.



(B)

Vitelline
envelope

Cortical
granule

Fertilizacao
4. Evitando a entrada de multiples espermatozoides
Bloqueio lento - expulsao dos granulos corticais

.. Plasma membrane

A liberacao de calcio desencadeia a
expulsao dos granulos corticais.

Os granulos corticais sao estruturas
ligadas a membrana derivadas do
aparato de golgi - homologo ao
acrossoma.

O ovo contém milhares de granulos
corticais.

Os granulos corticais contém
enzimas digestivas,
mucopolissacarideos,
glicoproteinas e proteina hialina.



Fertilizacao
4. Evitando a entrada de multiples espermatozoides
@) Blogueio lento - reacao de granulos corticais

ApOs a entrada do espermatozoide, os granulos corticais se
fundem com a membrana do 6vulo e liberam seu conteudo no
espaco entre a membrana e as proteinas do envelope vitelino.
Estes se ligam ao envelope vitelino e formam o envelope de
fertilizacdo, comecando no local de entrada do
espermatozoide.

A serina protease dos granulos corticais cliva proteinas que
conectam o envelope a membrana celular. Ela também ajuda
remover outros espermatozodides anexados atuando
diretamente sobre a bindina.

(C)

Os mucopolissacarideos liberados absorvem agua e
expandem o espaco entre o envelope de fertilizacdo e a
membrana celular. O envelope de fertilizacao é estabilizado
por reticulacao e se torna impenetravel.




5. Fusao do material genético

O centriolo do espermatozoide atua como
centro organizador dos microtubulos dos pro-
nucleos e forma um aster.

Os microtubulos entdo se conectam ao pro-
nucleo feminino e unem os dois pro-nucleos.

Na foto: DNA - azul, microtubulos - verde. O
pronucleo menor é masculino.




5. Apos a fusao do material genético se
ativa o desenvolvimento do cigoto

Nos ourigos-do-mar, o aumento do
pH e a liberacéo de calcio
promovem a sintese de DNA e
proteinas.

Um grande numero de mRNA ja

esta presente no citoplasma do ovo.

Apos a fusao dos pré-nucleos, o
envelope nuclear se quebra. Os
cromossomos se alinham em um
fuso metafasico e o
desenvolvimento comega com a
primeira divisao.

haploid
eag pronucleus

cantrosome S '. &b
matrix \
\ \

(I d
S haploid

sperm pronucleus

—— sperm tail
axoneme

NUCLEAR
ENVELOPES
INTERDIGITATE;
CHROMOSOMES HAVE
DUPLICATED

chromoscmes

trioke "‘: 3{ ® . )
| / g N \ \‘
| :I\ lv ’,‘ // ~— \ \\y \I‘ VJ .
[ \\'// R N\ ' DIVISION TO
T N — ~ al¥— PRODUCE
\ EROEL ,‘ " TWO DIPLOID
| ANN——/ I\ CELLS
| | II \\ \\ - > /,.
ey ‘\\_
[0 Sy } —
[ Q 6@
-
REPLICATION OF CHROMOSOMES FROM EGG AND

CENTROSOME, FOLLOWED
BY NUCLEAR ENVELOPE
BREAKDOWN

SPERM ALIGN ON A SINGLE
METAPHASE SPINDLE

Alberts, Molecular Biology of the Cell



Conclusoées - Fertilizacao

Sinais ambientais (Resact secretado dos évulos em ourigcos e provavelmente progesterona e outros
no trato reprodutivo feminino em mamiferos) dirigem a direcionalidade de natacédo dos
espermatozoides.

A reacao acrosémica (liberagao de enzimas hidroliticas da cabega do espermatozoide) e ativada pelo
envelope vitelino em ouricos e pela zona pelucia em mamiferos.

As proteinas Bindinas nos espermatozoides de ouri¢os irdo mediar a fusdo das membranas entre o
espermatozoide e 0 ovo por mecanismos de reconhecimento espécie-especificos.

A polispermia gera embrides aberrantes e nao viaveis.

O bloqueio rapido da polispermia € mediado por um cambio de potencial de membrana do ovulo, pelo
influxo de Na+.

Apos a fertilizagdo, Ca+ liberado ao citoplasma do zigoto ativa a reagdo dos granulos corticais, o ciclo
mitético da primeira divisao celular, e a sintese de membrana.

A liberagdo do conteudo dos granulo corticais (ex. serina protease e mucopolisacaridos) ao espaco
entre a membrana celular e o envelope vitelino forma o envelope de fertilizacdo que repele a fusdo de
novos espermatozoides.

Na fusdo dos pro-nucleos o envelope nuclear se quebra e os cromossomos se alinham para comegar
com a primeira mitose.

Um pequeno aumento do pH e liberacdo de Ca+ no citosol apés a fertilizacido promove a nova sintese
de DNA e proteinas.



Clivagem

Determinacao dos padrdes de clivagem (as primeiras divisdes do embriao)

O papel dos microtubulos e microfilamentos: modelo tradicional
(A) Microfilaments

N
R

[FLEL A\
&= [ ' TABLE 8.1 Karyokinesis and cytokinesis

L
EREIERIN
-

Major protein Major disruptive
Process Mechanical agent composition Location drug
Karyokinesis Mitotic spindle Tubulin Central Colchicine,
C ol microtubules cytoplasm nocodazole®
entricte Microtubules Cytokinesis Contractile ring Actin (acto-myosin) Cortical Cytochalasin B
Chromosome microfilaments cytoplasm

“Because colchicine has been found to independently inhibit several membrane functions, including osmo-
regulation and the transport of ions and nucleosides, nocodazole has become the major drug used to inhibit
microtubule-mediated processes (see Hardin 1987).

(©)

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, ighth Edition, Figurs 8.2 © 2006 Sinmer Associstes, ke DEVELOPWENTAL BIOLOGY. Efghtts Edition, Table 8.1 5 2006 Sinausr 4as0cwss, ne



Clivagem

Determinacao dos padrdes de clivagem (as primeiras divisdes do embriao)

O papel dos microtubulos e microfilamentos: nova proposta

1

Cantrol Cell TSA-Treated Cell
All Microtubules Intact No Asters
Tight Contractile Ring Broad Contractile Ring
Cytokinesis Occurs Cytokinesis Occurs

One Centrosome Ablated Both Centrosomes Ablated
Division Plane Displaced No Asters
Towards Ablated Centrosome Broad Contractile Ring

Cytakinesis Qccurs Cytokinesis Occurs

Anucleate Cell
a<h asb

Canman 2009 acerca Andeleata el
de von Dassow 2009

Cytokinesis Occurs Normally No Cytokinesis

A especificagdo do plano de divisdo seria independente da
maquinaria de microtubulos e mediada por mecanismos de

inducao ainda desconhecidos (setas vermelhas).

O contato dos microtubulos com o cortex celular pode
ser afetado ao eliminar seletivamente os microtubulos
astrais com tratamento TSA controlado (A a direita)
ou por dupla ablagdo de centrossomas (B a direita).
Em ambos casos aconteceu a citocinese, e pelo tanto
0s microtubulos n&o seriam essenciais para o
sucesso da citocinese.

Quando um unico centrossoma foi eliminado, o plano
de diviséo foi deslocado do aster eliminado (B a
esquerda); isso sugere que os microtubulos astrais
fornecem uma sinal inibitéria. Além disso, as células
anucleadas s6 completam a citocinese se

a distancia entre os centrossomas excede a distancia
dos centrossomas até o cortex celular (C, a<b).



Clivagem

Padrdes de clivagem (as primeiras divisoes do embridao)

I. HOLOBLASTIC CLEAVAGE

Uma ampla gama de padrdes de clivagem pode ser encontrada em A. Isolecithal
diferentes grupos de animais. A clivagem holoblastica (divisdo completa i e
dos balstomeros) vs. meroblastica (divisdo incompleta) est&o snghioie

influenciados pelo tamanho do ovo e quantidade de vitelo:

ra

. Spiral cleavage
Annelids, molluscs,

Isolécito = vitelo uniformemente distribuido flatworms
* Mesolécito = vitelo moderado e ligeiramente deslocado ao polo vegetal
Telolécito = vitelo deslocado para um lado do ovo
Centrolécito = vitelo concentrado no meio do ovo

W

. Bilateral cleavage
Tunicates

4. Rotational cleavage
Mammals, nematodes

Clivagem radial vs. espiral

B. Mesolecithal

Displaced radial cleavage

Amphibians
i Para a clivagem 1l. MEROBLASTIC CLEAVAGE
VISta Iateral . . . espiraL note o A. Telolecithal R
. 1. Bilateral cleave f i
RADIAL SPIRAL arranjo dos Cephatopod © \Glill
blastémeros da molluses e
camada superior S el donm g
. . 2. Discoidal cleavage  /
H H ish, reptiles, birds | ==
Vista superior 4 4 Solbrle as Jgngoes Fetorepties 5
. r -
(dO polo anlmal) " » celdla eg a ; B. Centrolecithal
S ' camada inferior. et deavane
et PET 1¢1al © eaxage ,

RADIAL SPIRAL Most insects b




Xenacoelomorpha | E

Bilateri

Protostomia

Nephrozoa Spiralia

Parahoxozoa

Ecdysozoa é

Trochozoa '_E

Clivagem

Acoela '

Nemertodermatida —

Xenoturbelia

Arthropoda ~.4 \}L(

Onychophora &

Priapulida

,.

—— Mollusca /‘
\ / '.‘

Brachiopoda
Phoronida
Annelida
Nemertea

Platyhelminthes —— "~ .
Planulozoa R S Entoprocta
1 N "

Gastrotricha

vy

Bryozoa ——_ s Ni

Rotifera

bl

Deuterostomia E

Metazoa

Cannon et al. 2016

Ambulacraria

Cnidaria —
Placozoa

Ctenophora
Porifera ————

/\J

—

Choanofiagellata

5. Radial

Ecdysozoa:

4. Rotational cleavage
Mammals, nematodes

icial
Most insects

Spiralia:

2. Spiral cleavage
Annelids, molluscs,
flatworms

A, Telolecithal
1. Bilateral c.eavage

Cephalopod
molluses:

Deuterostomia:

A. lsolecithal

1. Radial cleavage
Echinoderms,
amphioxus

3. Bilateral cleavage
Tunicates

4. Rotational cleavage
Mammals, nematodes
B. Mesolecithal

Diaplaced radial cleavage
Amphibians

2. Discoidal cleavage
Fishy, reptiles, birds

O Holoblastico
Mesolécitos

Telolécitos  [| | Meroblastico
Centrolécitos [ ]

Isolécitos [ ]
]




Clivagem
5. Radial

Clivagem em embrides vivos do ourigo-do-mar Lytechinus
variegatus, visto de lado:

Fertilization Ovos relativamente
envelope pequenos com gema
distribuida uniformemente
passam por trés divisbes
iguais e radialmente
simétricas durante os
estagios iniciais de
desenvolvimento,
formando blastdmeros de
tamanhos iguais.

(A) (B)

/

No estagio de 12 células,
ocorre uma clivagem
desigual nos blastdmeros
vegetais que produzem os
micrémeros (precursores
da linha germinativa).

(E) (F) G)

Micromeres Micromeres

(D)



Clivagem
5. Radial

Clivagem no ourigo € holoblastico radial:

A terceira clivagem é
equatorial, dividindo as
metades animal e vegetal.

Vegetal pole

As células vegetais sofrem
clivagens desiguais para
produzir quatro pequenos
micrdmeros no poélo
vegetal.

Animal half

Vegetal half

Micromeres Macromeres



Clivagem
5. Radial

Mapa de destino e linhagem celular do ourico-do-mar Strongylocentrotus purpuratus (Parte 1)

(A) Animal pole
any
any
Oral Aboral e
Ves2

AN Large micromere

Vegetal pole Small micromere

B Aboral ectoderm [] Secondary mesenchyme
[ ] Oral ectoderm [] Skeletogenic cells
[] Endoderm ] Coelom
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6. Espiral

Ecdysozoa:

4. Rotational cleavage
Mammals, nematodes

icial
Most insects

Spiralia:

2. Spiral cleavage
Annelids, molluscs,
flabworms

7 Tetotecitival
1. Bilateral c.eavage

Cephalopod
molluses:

Deuterostomia:

A. lIsolecithal

1. Radial cleavage
Echinoderms,
amphioxus

3. Bilateral cleavage
Tunicates

4. Rotational cleavage
Mammals, nematodes
B. Mesolecithal

Diaplaced radial cleavage
Amphibians

2. Discoidal cleavage
Fishy, reptiles, birds

O Holoblastico
Mesolécitos
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Clivagem
6. Espiral

Clivagem em espiral do molusco Trochus (Parte 1)

(A) View from animal pole

O desenvolvimento em espiral é
caracteristicos em Spiralia, o grupo
de animais que inclui vermes
segmentados (anélidos) e
moluscos. O padrao de clivagem é
distintivo pelo arranjo dos
blastomeros apds cada divisao.

As primeiras duas clivagens
produzem 4 macrémeros grandes.
Entdo, cada macrémero brota de
um pequeno micrémero.

Cada micrémero ¢é deslocado para
a esquerda / direita em relagao a
sua irma, produzindo um padrao
espiral.

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Eighth Edition, Figure 8.23 (Part 1) @ 2008 Snauer Assocatss, Inc.



Clivagem
6. Espiral

Clivagem em espiral do molusco Trochus (Parte 2)

(B) Side view

Polar body

'

O deslocamento esquerdo /
direito pode ser faciimente
visto de lado.

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Eighth Edition, Figure 8.23 (Part 2) (3 2006 Sinauer Assogates. inz



Clivagem
6. Espiral

Estudos de quiralidade em Lymnea spp.

Olhando para baixo no pélo animal de (A) caracois enrolados
a esquerda e (B) caracdis enrolados a direita (Parte 1)

(A) Left-handed coiling (B) Right-handed coiling

O enrolamento é
determinado pela
orientacao do fuso mitético.

Y

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Eighth Edition, Figure 8.25 {Part 1) 2006 Snauer Asscives, Inc.



Clivagem
6. Espiral

Estudos de quiralidade em Lymnea spp.

Olhando para baixo no pélo animal de (A) caracois enrolados
a esquerda e (B) caracdis enrolados a direita (Parte 2)

(A) Left-handed coiling (B) Right-handed coiling

A direcdo da clivagem ira
determinar a futura direcao
do processo de formagao
da concha.




Clivagem
6. Espiral

Estudos de quiralidade em Lymnea spp.
Caracois enrolados a esquerda e a direita:

‘Sinistralized” dextral snail L

= ‘Dextralzed’ sinistral snail

A quiralidade é determinada
maternalmente.

A micromanipulagcdo mecéanica
da quiralidade leva a uma
reversao da lateralidade.

Isso muda a dire¢ao da
expressao do ligante secretado
Nodal que ajuda determinar no
estabelecimento do eixo direita-
esquerda do animal.

Situs solitus Situs solitus
Kuroda et al 2009 {sinistral type} {dextral typs)



Clivagem
6. Espiral

El I6bulo polar - uma estructura embrionaria transitoria das
primeiras clivagens de algumas especies de Spiralia.

Formacao de lobulo polar em certos embrides de moluscos (Parte 1)

(A)

Clear animal
cytoplasm

Granular i
equatorial < |

cytoplasm

Clear vegetal
cytoplasm

Polar lobe absorbed
into CD blastomere

Second polar
lobe extrusion

Polar lobe absorbed
into D blastomere

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Eighth Edition, Figure 8.30 (Part 1) © 2006 Sinwer Associsis, ke

Alguns embrides de moluscos
expelem um lobulo polar antes
da primeira clivagem.

O Iébulo é reabsorvido para o
blastémero CD e, em seguida,
extrudado antes da segunda
clivagem, antes de ser absorvido
pelo blastbmero D.

A remocao do lobo produz uma
larva incompleta sem
mesoderme intestinal, rim e
coracao.
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Choanofiagellata

7. Discoidal
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Clivagem
/. Discoidal

Um ovo maduro de peixe-zebra contém uma regido sem gema chamada

i f;( blastodisco que se divide rapidamente apods a fertilizacdo e forma a
K' blastoderme, que € composta por uma camada envolvente de células e
=y células profundas que entram em contato com a camada sincicial da gema.
(i)  Blastodisc (ii) (iii)

(A)

Blastoderm [ Enveloping layer
Deep cells

syncytial N
layer Internal yolk

syncytial layer

(V) Animal po]e (Vl) H I (Vll) Yolk Sync)’(ialm 3
4 E bl = ) l St ST nuclei "?36‘-— i External yolk
pl aSt B e® o & o 0 o0 @
) o s E 9 T
~ L7 y | ® fo 2a'e, 2 %% 6 0 pnef syncytial layer
\\

"
M&llcmmbules

/ 7 Yolk cell

Sz

Vegetal pole



Clivagem
/. Discoidal

Clivagem meroblastica discoidal em um ovo de peixe-zebra
(A) (B)

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Eighth Edition, Figure 11.4 £ 2006 Sinauer Assaciales. Inc.



Clivagem
/. Discoidal

Blastula de zebrafish

Ventral «——— Dorsal

Animal __ (C) Animal pole

Vegetal - 5
e Zygote/1 cell 4-cell stage [ High ndri
ElLow ndri Ventral
Yentrat - Adiirnal n ndrl undetectable
Vegetal

8-cell stage Early gastrula

Vegetal pole
OEVELOPMENTAL BXOLOGY. Elghth Ediion, Figrere 1191 £:2008 S i A bie. DEVELOPWENTAL BIOLOGY. Eighm Echvion. Figure 19.5 (Pant 2) 2208 3 fas Ao as b

O mRNA materno para a proteina Nodal-related ¢ inicialmente

encontrado em todo o citoplasma do ovo, e logo se restringe a expressao

numa linhagem celular localizada na regido posterior dorsal do embrido.



Clivagem

8. Rotacional - mamiferos
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Clivagem

8. Rotacional - mamiferos

Clivagem holoblastico radial: Clivagem holoblastico rotacional:

Cleavage Cleavage Cleavage Cleavage
plane II plane I plane ITA P la/ne .

Cleavage
plane IIB

t

(B) MAMMAL

(A) ECHINODERM
AND AMPHIBIAN

Caracteristicas dos clivagens
em mamiferos:

A primeira clivagem passa por
uma divisao igual e meridional; no
entanto, na segunda clivagem,
um dos dois blastdbmeros se
divide meridionalmente e o outro
se divide equatorialmente.

As clivagens sao assincronas.

A expressao zigoética comecga
muito cedo (2 células).



Clivagem

8. Rotacional - mamiferos

Desenvolvimento de um embrido humano desde a fertilizagao
até a implantacao:

2-cell stage

Zona
pellucida

Ampulla
region

Fertilization

Blastocyst

Early stage of

implantation Ovulation Fimbriae

Caracteristicas dos clivagens

em mamiferos:

Ovos de mamiferos sdo muito
pequenos (approx. 100 um)

As clivagens iniciais dos
mamiferos ocorrem no oviduto
e sdo muito lentas (12-24h).



Clivagem

8. Rotacional - mamiferos

Clivagem do embridao de camundongo in vitro: Os precursores celulares do
Morula: embrido derivam das células
(A) (B) e (C) . . ,
G internas da morula de células
16-32.

No estagio de 64 células, as
células externas formam camadas
extraembrionarias e 13 células
internas estao comprometidas a
formar precursores embrionarios.

(F)

As células externas da moérula
formam o trofoblasto
(trofectoderme), e as células
trofoblasticas secretam um fluido
em uma cavidade interna para
formar o blastocele (isto €,
cavitacdo). ApoOs a cavitacao, o
blastocisto & formado.

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Eighth Edition, Figure 11.28 © 2006 Sinaur Assocites. Inc



Clivagem

8. Rotacional - mamiferos

Eclosao do blastocisto da zona pelucia e implantacao
do blastocisto de mamifero no utero:

(B) s

#. _Endometrium
' of uterus

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Eighth Edition, Figure 11.31 #2006 Sinausr Assodatas, Inn.

As células do blastocisto
secretam uma protease
semelhante a tripsina (estripsina)
que perfura a zona pelucida.

ApOs escapar da zona, o
blastocisto entra em contato com
a parede do utero.

Implantacao: as integrinas
secretadas do blastocisto séo
capturadas pela matriz
extracelular do epitélio uterino
(endométrio), e as enzimas de
digestao de proteinas
secretadas pelo blastocisto
permitem que ele se separe na
parede uterina.



Clivagem

8. Rotacional - vermes cilindricos C. elegans
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Clivagem

8. Rotacional - vermes cilindricos C. elegans

(A)
\
as;ﬁ!M’/ Anus - i —
Rectum — ¥
Intestine \ Actual size (C) s
Ovary Vulva (~1 mm) il
Anterior Postenor
/ N
. I I \/,\a ﬂw\Bn
N e —@ I AB @1 AB#M
Soe— ; e —— === __ »_ %\%’
i | C Chonon —

C. elegans tem uma linhagem celular invariavel - cada célula da o
mesmo numero e tipo de célula em cada embrido.

oo o ooo 25’0 o Ta= _*.w
2 .°:°'.° SR R

A primeira clivagem da AB (célula fundadora anterior) e P (célula-
tronco posterior).

<
Embryos

A fertilizagéo (predominantemente autofertilizag&o) e O eixo antero-posterior € determinado na primeira divisdo.

interna, e os primeiros estagios do desenvolvimento (até a
gastrula) acontecem na regido do Utero do hermafrodita. O eixo dorso-ventral & determinado na segunda divis&o.



(A)
Oocyte
chromatin

Anterior "]

(B)

Qocyte

pronuclcusW
- 7 —

Cytoplasmic
flow

Clivagem
8. Rotacional - vermes cilindricos C. elegans

Primeira divisao € assimétrica e marca o eixo Antero-posterior:

Sperm
chromatin

Y’

Posterior

— 5

‘\\ 5 ]
) perm
T/ pronucleus

Asters

¢ o AB P1

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Eighth Edition, Figure 8.43 (Part 1) © 2006 Sinmsr Associstis, ko

O nucleo do esperma marca a parte posterior do
embrido. Os microtubulos do esperma iniciam a
contracéo.

As contragdes superficiais cessam na parte
posterior e uma area cortical mais lisa se expande
anteriormente até aproximadamente 50% do
comprimento do zigoto.

ApOs a migragéo e o encontro pronuclear, os
centrossomas e 0s pronucleos se movem como
uma unidade em direcao ao centro da célula,
enquanto giram 90° de modo que 0s centrossomas
figuem alinhados com o eixo antero-posterior.

Durante este tempo, Par-2 se expande em direcao
anterior, enquanto Par-6 se retrai da parte
posterior, ambos em aproximadamente 50% do
comprimento do ovo. Observe que 0s
centrossomas se duplicaram neste estagio e que
organizaram numerosos microtubulos astrais.



Clivagem

8. Rotacional - vermes cilindricos C. elegans

Primeira divisdo € assimétrica e marca o eixo Antero-posterior:

O nucleo do esperma marca a parte
posterior do embrido. Os microtubulos do
esperma iniciam a contracgao.

J actomyosin
4 contraction

myosin |l

A regido posterior é definida por Par-2 e
Par-1, e a anterior por Par-3 e Par-6. Par-1
regula fatores criticos do desenvolvimento
nessa regiao.

Par-2 e Par-3 modulam as forgas corticais
de tragdo dos microtubulos em ambos os
lados do embri&o durante o0 movimento do
fuso mitbtico, e atuam para regular a
localizacdo assimétrica —por exemplo,
mediante GPR-1/2— de proteinas que
atuam na associacao de proteinas motoras
do cortex e microtubulos, como LIN-5.

Goldstein & Macara, 2007



Clivagem

8. Rotacional - vermes cilindricos C. elegans

Orientacao tipica dos fusos mitéticos na clivagem rotacional

Os fusos mitéticos no embrido de 2 células alinham-se paralelamente
e perpendicularmente ao plano antero-posterior do embriao:

A Spindle positioning in AB

O alinhamento do fuso mitético e do
plano de clivagem na célula AB é
independente de GPR-1/2 / dineina e
Myosm — microtubulos, mas depende do fluxo
hep cortcal flow cortical conduzido por miosina desigual

v\ que gera forga para especificar a
‘ posicdo do plano de clivagem.

EN\S

Anterior
1018)S0d

Kotak, 2019



Conclusoes - Clivagem

A clivagem inclui a cariocinese (divisao nuclear) e citocinese (divisdo celular). Na
cariocinese atuam os microtubulos no citoplasma central, e na citocinese atuam os
microfilamentos (actomiosina) do cortex celular.

A especificacao do plano de divisao seria independente da maquinaria de
microtubulos e mediada por mecanismos de inducao.

Os padrodes de clivagem sao muito variaveis nos animais e sao influenciados pelo
tamanho do ovo e quantidade de vitelo (gema): isolécitos, mesolécitos, telolécitos,
e centrolécitos.

A clivagem pode ser holoblastica (divisdao completa) ou meroblastica (divisao
incompleta), e simetria da clivagem pode ser radial, bilateral, discoidal, rotacional.



