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RESUMEN

Existen tres miembros de la familia de factores de transcripcion d4 en mamiferos. El
primero, DPF1/neuro-d4 es un gen importante para el desarrollo del cerebro que cuenta con
un patrén de expresion restringido a neuronas y el sistema nervioso. El segundo,
DPF2/requiem/ubi-d4 es un gen que funciona como factor apoptético ante la privacion de
factores troficos, el cual cuenta con un patrén de expresién ubicuo durante la embriogénesis
y el desarrollo de animales adultos. Y el ultimo, DPF3/cer-d4 es un gen importante para el
desarrollo de corazon, masculo esquelético y neuronal con un patron de expresion que se
restringe Unicamente a estos tejidos. En Drosophila melanogaster solo se ha descrito a dd4
como el Unico miembro de la familia d4. La funcion de dd4 aun no ha sido descrita pero su
expresion se ha observado en varios tejidos, en particular es muy abundante en el cerebro
de embriones en desarrollo y en células somaticas y germinales de animales adultos.

En este trabajo presentamos a DPFF-1 (D4 zinc and double PHD fingers
transcription factor family) como el Gnico miembro de la familia d4 reportado en el genoma
de C. elegans. Para explorar la funcion de dpff-1, se gener6 el alelo xm17 por el sistema de
edicion del genoma CRISPR-Cas-9 y se utilizo el alelo tm4287 que se obtuvo del “‘National
BioResource Project’ de Japdn. Adicionalmente, para determinar el patrén de expresion de
dpff-1, se generaron animales transgénicos que expresan marcadores fluorescentes por el
método de MosSCI. En este trabajo, observamos que DPFF-1 se requiere para inducir la
apoptosis de células germinales durante el estrés y que el transgen GFP::DPFF-1 se expresa
de manera ubicua durante todo el desarrollo de C. elegans, siendo estos atributos similares
a su homologo en mamifero DPF2/requiem/ubi-d4. En contraste con otros miembros de la

familia d4, los animales dpff-1 mutantes no presentan fenotipos somaticos evidentes a lo
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largo del desarrollo. Sin embargo, observamos que animales dpff-1 mutantes tienen baja
fertilidad debido a defectos en la meiosis durante la ovogénesis. Ademas, observamos la
sobreexpresion de la MAP cinasa fosforilada (P-MPK-1) en la génada de animales dpff-1
mutantes y un incremento en la apoptosis de células germinales dependiente del homdélogo
de p53 en C. elegans, la proteina CEP-1. Por ultimo, observamos que animales dpff-1
mutantes son mas sensibles al chogue térmico ya que no pueden activar los reporteros de
respuesta ante este tipo de estrés. Este es el primer informe que muestra el papel de un

miembro de la familia de factores de transcripcion d4 en la meiosis y el estrés.
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1. INTRODUCCION

1.1. Caenorhabditis elegans

El Caenorhabditis elegans es un nematodo vermiforme, no segmentado con simetria
bilateral y que tiene 1 mm de longitud. Este organismo vive en lugares templados y se
alimenta principalmente de bacterias. La especie se compone basicamente de organismos
hermafroditas pero ocasionalmente se presentan machos (0.1%) (Corsi et al. 2015). El
hermafrodita adulto tiene en total 959 células somaticas, mientras que el macho adulto tiene
en total 1031 células somaticas. Los animales adultos presentan una anatomia bésica
conformada por una boca, la faringe, el intestino, la gdnada, el sistema nervioso, varios
musculos y una cuticula de colageno (Figura 1).

El C. elegans hermafrodita se puede auto-fertilizar, generando organismos
homaocigos genéticamente iguales o aparearse con machos. Un hermafrodita adulto produce
alrededor de 300 embriones por autofertilizacion pero llega a producir mas embriones si se
aparea con un macho (1200 a 1400 embriones) (Corsi et al. 2015). El C. elegans tiene cinco
pares de cromosomas autosomales (I1-V) y un cromosoma sexual (X). El sexo del animal es
determinado por la dosis del cromosoma sexual “X”. Los animales hermafroditas (XX)
tienen 2 copias del cromosoma sexual, mientras que los machos (X0) solo tienen una copia

(Zarkower 2006).



Boca Génada

Faringe
Intestino Vulva

Génada Embriones
Figura 1. C. elegans hermafrodita adulto. Representacion esquematica e imagen en
Nomarski del C. elegans hermafrodita adulto (Imagen tomada y modificada de

http://www.wormbook.org/).

Observaciones al microscopio realizadas por el grupo de Sulston and Horvitz (1977)
permitieron trazar el linaje celular de C. elegans durante el desarrollo embrionario. La
descripcion anatémica del animal ha sido completada a nivel de microscopia electronica

(http://www.wormatlas.org/).

El C. elegans es ideal para estudiar procesos bioldgicos debido a caracteristicas
notables como un ciclo de vida corto, es transparente, es de facil manipulacion, se puede
silenciar la expresion de genes utilizando RNA de interferencia (RNAI), se puede estudiar
la expresion de genes in vivo mediante marcadores fluorescentes (Figura 2) y su genoma
estd completamente secuenciado (Chalfie et al. 1994; Boulin et al. 2006; Feinberg et al.

2008).



Figura 2. Observando al C. elegans (A) El C. elegans se crece en cajas Petri con bacterias
como fuente de alimento. (B) C. elegans observado desde un microscopio estereoscépico.
(C) C. elegans observado desde un microscopio compuesto bajo microscopia Nomarski.
(D) Imagen fluorescente del sistema nervioso de C. elegans (sto-6::gfp) observado desde
un microscopio de epifluorescencia (Imagen tomada y modificada de Corsi et al.
(2015)).

1.2. Ciclo de vida

El ciclo de vida del C. elegans es sensible a temperatura ya que los animales
hermafroditas pasan por un ciclo de vida reproductivo en 5.5 dias a 15°C, 3.5 dias a 20°C, y
2.5 dias a 25°C. En promedio el C. elegans vive hasta un total de dos semanas (Corsi et al.

2015). El ciclo de vida del C. elegans comienza cuando un 6vulo maduro es fertilizado en



la espermateca del hermafrodita adulto (Figura 3). El cigoto se forma en el Gtero en donde
es retenido y posteriormente depositado en el medio (Sulston et al. 1983).

La embriogénesis del C. elegans comprende la fase de proliferacion y la fase de
morfogénesis (Sulston et al. 1983). Durante la fase de proliferacion el cigoto se divide de
forma asimétrica y asincronica dando origen a células denominadas blastomeros. Al final
de la etapa de proliferacion los movimientos celulares durante la gastrulacién producen las
tres capas germinales embrionarias (endodermo, mesodermo y ectodermo) que dan origen
al plano basico del cuerpo del animal. Méas tarde en la embriogénesis, las divisiones
celulares cesan y los diversos tejidos se organizan y diferencian (Sulston et al. 1983).

El desarrollo postembrionario comienza cuando el animal eclosiona del huevo y
empieza a alimentarse. El C. elegans pasa por cuatro diferentes estadios larvarios (L1-L4)
para llegar a la fase adulta. Los animales sintetizan y mudan una cuticula de colageno al
pasar por cada estadio larvario. En la etapa larval L1, la mayoria de las células no se siguen
dividiendo, solo aumentan su tamafio a medida que el animal crece hasta la edad adulta. Sin
embargo, un pequefio nimero de células se dividen ain mas durante estadios larvarios
especificos para producir neuronas adicionales, musculos y las estructuras involucradas en

el apareamiento y la reproduccion (Sulston and Horvitz 1977).



Figura 3. Ciclo de vida del C. elegans a 22 °C. En el esquema se muestran el desarrollo
embrionario, las cuatro etapas larvales L1, L2, L3y L4y el estadio adulto. Si los animales
son privados de comida detienen su crecimiento en dos diferentes etapas: al inicio del
estadio larvario L1 y a finales del estadio L1 (“dauer”). Cuando las condiciones de
alimentacion se restablecen, los animales contindan su desarrollo (Imagen tomada y

modificada de http://wormatlas.org/).

1.3. Sistema reproductor
El sistema reproductor del C. elegans hermafrodita se encarga de producir gametos
masculinos y femeninos maduros. Ademas, provee la estructura y el ambiente necesarios
para la autofertilizacion. Este sistema se divide en la gonada somatica, la linea germinal y
la vulva. En los animales hermafroditas la gonada somatica y la linea germinal forman dos

s rr

tubos simétricos en forma de “"U”" unidos a un Gtero comin mediante la espermateca
(Figura 4). Los machos solamente tienen un brazo de la génada y en toda su etapa

5



reproductiva Unicamente producen espermatozoides (Figura 4) (Hubbard and Greenstein

2000; Hubbard and Greenstein 2005).

Figura 4. Estructura de la gonada del C. elegans en el adulto. Los hermafroditas y
machos difieren notablemente en el tamafio del cuerpo y estructuras tales como la génada
somatica y la cola. Muchos otros tejidos y érganos presentan dimorfismo sexual, en
particular el sistema nervioso y la musculatura (Imagen tomada y modificada de
Zarkower (2006)).

La gonada somaética del hermafrodita estd conformada por las células distales, las
células de la vaina, la espermateca, la vulva y el Utero (Figura 5). Por otro lado, la linea
germinal es un sincicio de nucleos con membranas parciales organizados en zonas
préximo-distales. Las células germinales en la region distal se mantienen en mitosis debido
a una sefalizacion tipo Notch que proviene de la célula distal. La célula distal expresa el
ligando LAG-2, mientras que las células germinales expresan el receptor GLP-1. La

interaccion entre el LAG-2 y GLP-1 activa una via de sefializacién tipo Notch (Cinquin et



al. 2010). Conforme las células germinales avanzan hacia la parte proximal entran en
meiosis ya que pierden la sefial del ligando LAG-2. El receptor GLP-1 se proteoliza, entra
al nucleo y activa la transcripcion de genes blanco. Cuando las células germinales llegan al
asa de los brazos gonadales entran en paquiteno y adquieren membrana plasmatica. En la
region proximal los ovocitos adoptan una forma ovalada y se organizan en una sola fila
(Figura 5) (Greenstein 2005; Hubbard and Greenstein 2005).

Cuando se celularizan, los ovocitos maduros pasan uno por uno a través de la
espermateca y son fertilizados. Posteriormente, los embriones pasan al Utero y finalmente
son depositados en el medio. Los animales hermafroditas producen aproximadamente 300
embriones por autofertilizacion y mas embriones si se aparea con un macho (1200 a 1400

embriones) (Corsi et al. 2015).

Zona de Paquiteno Citoplasma Células dela vaina g 5. vsp

pro\'\feraci()n ZT

DTC
Asa de la gonada Esperma

Goénada distal Gobnada proximal

Figura 5. Representacion esquematica de uno de los brazos de la gdnada del C.
elegans hermafrodita. Las células germinales estdn envueltas por membranas parciales
formando un sincicio. El desarrollo de los ovocitos ocurre de la zona distal a la proximal.
La zona de transicion corresponde al lugar de la gonada donde las células germinales en
mitosis entran en meiosis. El esperma que se produce en el estadio larvario L4 es
almacenado en la espermateca. En la region mas proximal de la génada los ovocitos se
muestran completamente formados. Célula distal (DTC). Zona de transicién (ZT). Sefial de
la Major Sperm Protein (MSP) (Imagen tomada y modificada de Kim et al. (2013)).



1.3.1. Espermatogénesis y ovogénesis en el hermafrodita

Durante la segunda mitad del estadio larval L1 los precursores de la gonada
somatica Z1 y Z4 producen 12 células en el hermafrodita (Figura 6). Adicionalmente, los
precursores de la linea germinal Z2 y Z3 comienzan a dividirse de forma continua desde el
estadio larval L1 hasta la edad adulta (Kimble and Hirsh 1979).

En el estadio larval L2 las divisiones celulares del primordio de la gdnada somatica
cesan, mientras que las células germinales contintan dividiéndose. Las células somaticas y
germinales se encuentran mezcladas hasta la muda L2/L3. Una vez finalizada la muda
L2/L3 se reorganizan las células y establecen lo que serad la futura gonada. Las células
distales (DTC) empiezan a migrar y la gonada empieza a alargarse (Kimble and Hirsh
1979).

En la etapa larvaria L4 las primeras 40 células germinales de cada brazo de la
gonada que entran en meiosis se convierten en aproximadamente 160 espermatozoides
(Figura 6). Una vez formados los espermatozoides son almacenados en la espermateca y
utilizados en la fase adulta. Durante el resto del periodo reproductivo los animales

hermafroditas adultos solamente producen ovocitos (Hubbard and Greenstein 2005).



Figura 6. Desarrollo post-embrionario de la génada del hermafrodita. Representacion
esquematica del desarrollo de la linea germinal durante las etapas larvales (L1-L4) y
estadio adulto del C. elegans. Células distales (DTCs). Precursores de la linea germinal (Z2
y Z3) (Imagen tomada y modificada de http://wormatlas.org/ ).

1.3.2. Maduracion del ovocito

En la gonada de C. elegans, la progresion meidtica ocurre en regiones
espacialmente restringidas. Inmediatamente al salir de la regién mitética en la parte distal,
las células germinales entran en meiosis y permanecen por un tiempo prolongado en la fase
de paquiteno. Las células germinales salen de paquiteno en el asa de la génada, en un
proceso que depende de la activacion de la via RAS-MPK-1 (Church et al. 1995) (Figura

7).



Nucleo

Figura 7. Representacién esquematica de la activacion canonica de RAS-MPK-1. La
union del ligando al receptor con dominios tirosin cinasa da como lugar la autofosforilacion
del receptor. El receptor fosforilado es reconocido por proteinas adaptadoras, como GRB2
y SOS. Posteriormente, se produce la activacion de Ras. Ras pertenece a la superfamilia de
proteinas con actividad de guanosin trifosfatasa (GTPasa). El Ras inactivo se encuentra
unido al difosfato de guanosina (GDP), mietras que su forma activa se da cuando est& unido
al trifosfato de guanosina (GTP). La activacion de Ras pone en marcha una cascada de
reacciones en las cinasas distales que acaba provocando cambios en la expresion génica. La
activacion del Ras es contrarrestada por otra proteina activadora de la GTPasa llamada
GAP. El Ras activado se une a Raf, que se une y fosforila a MEK. La Ultima cinasa de la
via (ERK) penetra en el nlcleo vy alli fosforila ciertos factores de transcripcion, como c-jun
y c-fos, que, a su vez, activan la expresion genes especificos (Imagen tomada y
modificada de Sundaram (2013)).

En presencia de nutrientes, DAF-2 activa la via de RAS-MPK-1 un poco antes del
asa de la gonada. La activacion de MPK-1 en la primer zona (zona 1) permite la progresion
meidtica y la produccion de ovocitos (Lopez et al. 2013). MPK-1 es rapidamente

desfosforilado cuando los ovocitos entran en dipléteno y diacinesis (Hajnal and Berset
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2002). Conforme los ovocitos se mueven hacia la espermateca, la sefial de MSP (Major
Sperm Protein) reactiva la fosforilacion de MPK-1 en el ovocito mas proximal para
permitir su maduracion y ovulacion (Figura 8 A 'y B) (Miller et al. 2001). Por otro lado, la
activacion de la MPK-1 se ve afectada en la zona 1 cuando hay una baja en los nutrientes
disponibles y/o una falla en la sefializacion mediada por DAF-2. Esto genera una baja en la
progresion meidtica y produccion de ovocitos (Figura 8 C). Cuando los espermatozoides
se acaban, la activacion de la MPK-1 en la zona 2 no se lleva a cabo por lo que la

progresion meiotica y produccion de ovocitos también bajan (Lopez et al. 2013).
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Figura 8. Activacion de la MPK-1 en la gonada de C. elegans. (A) Gonadas disecadas de
animales adultos orientadas de izquierda (Célula distal, indicada con el asterisco) a derecha
(células germinales) fueron inmunotefiidas con un marcador de membrana (verde), la
activacion de dpMPK-1 (rojo) y DAPI (gris). Representacion esquematica de la activacion
de la MPK-1 en la génada de animales alimentados (B) y animales sometidos a un ayuno

prolongado (C) (Imagen tomada y modificada de Lopez et al. (2013)).
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1.4. Apoptosis durante el desarrollo del C. elegans

Estudios en el nematodo Caenorhabditis elegans han establecido que la muerte
celular programada o apoptosis es controlada por un conjunto de genes especificos
evolutivamente conservados. Los genes se han ordenado y clasificado en una via genética
que consta de cuatro fases distintas (Figura 9). En la fase de activacion, una célula recibe
sefiales para activar su muerte programada. En fase de ejecucion, la maquinaria central de
apoptosis se activa. En la fase de fagocitosis se ejecuta el proceso de apoptosis, la
fragmentacion del DNA cromosomal y la fagocitosis de la célula en apoptosis por una
célula vecina. Por ultimo, en la fase de degradacion, la célula fagocitada es degradada.
Cabe mencionar que la via de muerte celular programada en C. elegans podria no ocurrir de
manera secuencial como se muestra en la Figura 9, si no que algunos de los pasos podrian

ocurrir de forma paralela.

Figura 9. Via genética de activacion de la apoptosis en C. elegans. El proceso de
apoptosis en C. elegans se compone de 4 pasos: activacion, ejecucién, fagocitosis y
degradacion. Debajo de cada etapa se indican las proteinas que participan en cada proceso
(Imagen tomada y modificada de Lettre and Hengartner (2006)).
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Durante el ciclo de vida del C. elegans la apoptosis ocurre en tres etapas del
desarrollo y distintos tipos celulares; en células somaticas durante el desarrollo embrionario
y post-embrionario (apoptosis somatica) y en las células germinales de la gonada del
hermafrodita adulto (apoptosis de la linea germinal) (Adams and Cory 2001; Gartner et al.
2008).

La apoptosis somatica y de la linea germinal comparten componentes centrales de la
maquinaria de apoptosis, sin embargo difieren en su activacién (Figura 10) (Horvitz 1999;
Gartner et al. 2008). Mientras que la apoptosis durante el desarrollo somaético es
programada por el linaje celular, la apoptosis de la linea germinal se produce, en
condiciones normales, como parte del proceso de ovogénesis (Gumienny et al. 1999).

Una categoria de la apoptosis de la linea germinal, denominada apoptosis
fisioldgica, se encarga de reducir el namero de células que completan la ovogénesis. Se
calcula que cerca del cincuenta por ciento de las células germinales son eliminadas a través
del proceso de muerte celular programada (Gumienny et al. 1999). Se ha propuesto que el
exceso de células germinales puede servir como una poblacion de células nodrizas, las
cuales proveen los componentes citoplasmaticos necesarios para la formacion de gametos
femeninos maduros (Derry et al. 2001). Hasta el momento no se ha podido diferenciar a las
células nodriza de las que se convertiran en ovocitos, debido a que la génada del C. elegans
es un sincicio de nacleos con membranas parciales. La via de activacion de la apoptosis
fisioldgica es aln desconocida. Sin embargo, se ha demostrado que las proteinas EGL-38 y
PAX-2 activan la transcripcién de ced-9 (homdlogo de Bcl-2) mientras que LIN-35
(homologo de Rb) la reprime (Park et al. 2006; Schertel and Conradt 2007). Por otro lado,
las proteinas DPL-1, EFL-1 y EFL-2 regulan la transcripcion de ced-3 (Gnica caspasa

funcional) y ced-4 (homologo de Apaf-1) (Schertel and Conradt 2007). Mientras que la
14



actividad antiapoptdtica de CSP-2 consiste en inhibir la autoactivacion del zimdgeno pro-
CED-3 en condiciones de sobrevivencia (Figura 10A) (Geng et al. 2009).

Una segunda categoria de este tipo de muerte es denominada apoptosis de las
celulas germinales inducida por estrés. Este fendmeno es activado por: (1) infeccion por
patogenos, (2) dafio a DNA vy (3) estrés ambiental. Las infecciones por patégenos como S.
thyphmurium y S. enterica inducen apoptosis de las células germinales a través de la
activacion de egl-1/BH3 (Aballay and Ausubel 2001). Las infecciones por virus (RNAI y
cosupresion) requieren del gen cep-1/p53 para inducir apoptosis (Figura 10B). En el caso
de la apoptosis inducida por dafio a DNA se requiere de las proteinas EGL-1, cep-1/p53 y
la maquinaria de reparacién de dafio a DNA para su activacion (Gartner et al. 2000; Derry
et al. 2001). lin-35, dpl-1 y efl-2 actlan rio abajo o en paralelo a cep-1/p53 y ced-13
controlando la expresién de genes blanco no identificados. pmrt-5 actia como inhibidor de

la apoptosis inducida por radiacion (Figura 10C) (Yang et al. 2009).

A B C D E
Apoptosis fisiolégica Infecciones Dafio al DNA Estrés osmético, oxidativo, Ayuno
' | \ \ S. typhimuri ) / choque de calor, 5 ?
 YPOWTRAM Vs exposicién a cobre y cadmio \
/ S. enterica
| | 2\ cep-1/053 cep 153 \ lin-35/Rb  dpl-1/DP
rt-5
| e\ o MAPKKs
e e |,,
| P p5/5 egl-1/BH3 egl-1/BH3 !
v \ J' l v J' ” d-9/Bck-2
Y. v -9/8cl- ced-9/Bcl-
lin-35/Rb — ced-9/Bcl-2 ced-9/Bcl-2 in-35Rb ced-9/Bcl-2 ced-9/8cl-2
v J_ dpl-1/DP l J_ J_
dpl-1/DP efl-2/E2F
ced-4/Apaf-1 &— ef‘l)-1 JE2F ced-4/Apaf-1 \ ced-4/Apaf-1 ced-4/Apaf-1 ced-4/Apaf-1¢&-
efl-2/E2F \L g \L l i
csp-2 — ced-3/caspasa ced-3/caspasa ? ced-3/caspasa ced-3/caspasa ced-3/caspasa

Figura 10. Tipos de induccion de la apoptosis en la linea germinal de C. elegans. (A-E)
Diferentes vias de induccion de apoptosis convergen en la maquinaria central de apoptosis
(CED-9, CED-4 y CED-3). En el esquema se indican los genes que participan en cada via.
Los signos de interrogacién indican que la via todavia no ha sido esclarecida. (Imagen

tomada y modificada de Lascarez-Lagunas et al. (2014)).
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Estudios realizados en animales silvestres muestran que el estrés oxidativo,
osmotico, choque de calor y ayuno aumentan la apoptosis fisiologica de las células
germinales. Se ha descrito que la apoptosis inducida por estrés osmético, oxidativo y
choque de calor es regulada por las MAP-cinasas de la via de JNK y p38 (Salinas et al.
2006). Ademas, se demostré que estos procesos de induccién de muerte celular son
independientes de las proteinas EGL-1 y cep-1/p53 (Figura 10D) (Salinas et al. 2006). La
induccién de apoptosis por ayuno requiere de los genes lin-35/Rb y dpl-1/DP, los cuales
disminuyen la expresion del gen ced-9 y aumentan la expresion de ced-4 respectivamente

(Figura 10E) (Lascarez-Lagunas et al. 2014).

1.5. Factores de transcripcion

Los factores de transcripcion son proteinas que controlan la expresion de ADN a
ARN mensajero. Estas proteinas controlan la tasa de trascripcion por si solas o asociados a
complejos proteicos mediante el reclutamiento de la ARN polimerasa a genes especificos.
Los activadores transcripcionales promueven la tasa de transcripcion, mientras que los
represores transcripcionales blogquean la tasa de transcripcion (Karin 1990; Latchman
1997).

Los factores de transcripcion presentan en su estructura un dominio de unién a ADN
(DBD), un dominio de trans-activacion (TAD) y algunas veces un dominio sensor de sefial
(SSD) (Figura 11) (Latchman 1997; Warnmark et al. 2003). El dominio DBD reconoce y
se une a secuencias especificas de ADN rio arriba de un gen regulado. A estas secuencias se
les denomina elemento de respuesta 0 secuencias promotoras. Por otro lado, el dominio
TAD contiene sitios de unidén a otras proteinas como reguladores transcripcionales. El

dominio SSD sensa sefiales externas y transmite estas sefiales al resto del complejo de
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transcripcion, lo que resulta en una activacion o represion de la expresién génica. Los
dominios DBD y SSD pueden residir en proteinas separadas que se asocian en el complejo
de transcripcion para regular la expresién génica. Los remodeladores de la cromatina,
coactivadores, cinasas, metilasas, acetilasas y desacetilasas de histonas a pesar de que
juegan un papel crucial en la regulacién de genes no se clasifican como factores de

transcripcion, ya que carecen de dominios de union al ADN (Brivanlou and Darnell 2002).

A o [ s P

Figura 11. Representacion esquematica de un factor de transcripcion. El orden y el
numero de dominios pueden diferir en diversos tipos de factores de transcripcion. Dominio
de union a ADN (DBD). Dominio de trans-activacion (TAD). Dominio sensor de sefial
(SSD).

1.5.1. Factores de trascripcion miembros de la familia d4

Los factores de trascripcion miembros de la familia d4 son proteinas con dedos de
zinc estructuralmente conservadas (Figura 12 y 13). Se ha reportado que miembros de la
familia d4 estan involucrados en procesos como desarrollo neuronal, desarrollo de corazén
y musculo esquelético, muerte celular programada y diferenciacion celular (Buchman et al.
1992; Gabig et al. 1994; Chestkov et al. 1996; Wu et al. 2007; Lange et al. 2008; Lim et al.
2010a; Lim et al. 2010b; Tando et al. 2010). Las proteinas de la familia d4 tienen en su
estructura tres dominios: un dominio denominado 2/3 en la regién N-terminal, un dedo de

zinc tipo Kruppel (C2H2) en la parte central y dos motivos PHD/d4 (plant homeodomain)
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dispuestos en tdndem en la region C-terminal (Figura 12) (Gabig et al. 1998; Mertsalov et
al. 2000; Nabirochkina et al. 2002). La mayoria de factores de transcripcién con dedos de
zinc tipo Krippel pueden unir ADN o ARN (Miller et al. 1985; Theunissen 1992). La
estructura de los dedos de zinc tipo PHD (Cx2CxnCx2Cx4Hx2CxnCx2C) es muy similar a
la estructura del dominio LIM y a la estructura de dedos de zinc tipo RING. Ademas, se ha
visto que los dedos de zinc tipo PHD son encontrados en muchos represores y co-
activadores transcripcionales (Aasland et al. 1995; Saha et al. 1995).

SLN

— Dominio 2/3 I] Kriippel Dominio-d4 -

Figura 12. Representacion esquematica de los factores de trascripcion miembros de la
familia d4. Dominio 2/3: Region N-terminal codificada por exones 2 y 3. SLN: Secuencia
de localizacién Nuclear. Dedos de zinc tipo Krippel y dominio d4:

Las proteinas que comprenden a la familia d4 en mamiferos estdn conformadas por
DPF1/neuro-d4, DPF2/requiem/ubi-d4 y DPF3/cer-d4 (Figura 13). DPF2/requiem/ubi-d4
fue originalmente descrito como una proteina con dedos de zinc que se requiere para
inducir la respuesta apoptotica de células mieloides ante la privacion de IL-3 (Gabig et al.
1994). Al analizar el patron de expresion de DPF2/requiem/ubi-d4 se determin6 que su
expresion es ubicua a lo largo del desarrollo de ratén (Gabig et al. 1998). En este mismo
trabajo se determind que DPF2/REQ se encuentra en fracciones nucleares y citoplasméticas
de células de leucemia humanas K562 (Gabig et al. 1998). En otros ensayos se observé que
la sobre expresion de DPF2/REQ en células CHO tiene un efecto negativo sobre el
crecimiento celular e induce un aumento en la actividad de la caspasa-9 bajo condiciones

normales de crecimiento o bajo el tratamiento de estaurosporina (Lim et al. 2010b). Por
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otro lado, DPF1/neuro-d4 y DPF3/cer-d4 fueron descritos originalmente como reguladores
transcripcionales de un grupo de genes especificos de neuronas (Buchman et al. 1992).
Adicionalmente, se determind que la expresion de DPF1/neuro-d4 y DPF3/cer-d4 a lo largo
del desarrollo de ratén es Unica del sistema nervioso central y sistema nervioso periférico

(Ninkina et al. 2001; Mertsalov et al. 2008; Kulikova et al. 2013).

Figura 13. Arbol filogenético de los factores de trascripcion miembros de la familia d4.
Dominio 2/3: Region N-terminal codificada por exones 2 y 3 (azul). Dominio d4 (motivos
PHD, naranja) (Imagen tomada de
http://www.treefam.org/family/TFE318971#tabview=tabl).

Mediante ensayos de inmunoprecipitacion in vitro se demostré que las proteinas
DPF1/NEURO-D4, DPF2/REQ, DPF3/CER-D4 y PHF10 se asocian con subunidades del

complejo SWI/SNF (Lessard et al. 2007). PHF10 es un paralogo de la familia d4 que
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unicamente contiene motivos PHD/d4 (plant homeodomain) en la regién C-terminal

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/55274) (Figura 13). En estudios posteriores se

encontr6 que DPF3/CER-D4 interacciona con histonas cuyos residuos de lisina han sido
acetilados o metilados (Lange et al. 2008), mientras que DPF2/REQ interacciona a través
de su localizacion nuclear con varias subunidades del complejo Brm-type SWI/SNF vy la
proteina p52 NF-xB (Tando et al. 2010). En ensayos mas recientes se ha demostrado que
DPF1, 2 y 3 interaccionan de manera especifica con las subunidades de clase BAF
(Brg/Brm-associated factors) del complejo SWI/SNF (Middeljans et al. 2012).

Ensayos in vivo en ratones “knockout” para los genes DPF1/neuro-d4 y DPF3/cer-
d4 mostraron que los ratones mutantes no tienen defectos somaticos o reproductivos
(Mertsalov et al. 2008). Por otro lado, el silenciamiento genético mediado por morfolinos
de dpf3 en pez cebra conduce a la torsion incompleta del tubo cardiaco y una severa

reduccion en la contractilidad ventricular (Lange et al. 2008).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los factores de transcripcion de la familia d4 de vertebrados se describieron
originalmente como genes implicados en la determinacion del destino celular y la muerte
celular programada. Recientemente, se ha demostrado que los miembros de la familia d4 de
vertebrados juegan un papel en el desarrollo neuronal, el desarrollo de corazon vy el
desarrollo de musculo esquelético cuando interactGan con las proteinas de clase BAF del
complejo SWI/SNF. dpff-1 es el unico miembro de la familia d4 reportado en el genoma de
C. elegans. Sin embargo, no se conoce la funcién bioldgica de DPFF-1 durante el

desarrollo de C. elegans.

3. HIPOTESIS

La inactivacion del gen dpff-1 en C. elegans afectara la apoptosis de la linea

germinal inducida por ayuno y chogue de calor.
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4. OBJETIVO GENERAL

Conocer la funcidon del gen dpff-1 en el desarrollo de C. elegans en condiciones normales

de crecimento y bajo diferentes tipos de estrés.

4.1.0BJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la localizacion de la proteina DPFF-1 en el desarrollo de C. elegans.

a. Generar animales trangénicos mediante el sistema MosSCI que expresan el
reportero GFP fusionado al gen dpff-1.

2. Generar un alelo mutante para el gen dpff-1 mediante el sistema CRISPR-Cas-9.

3. Evaluar los fenotipos de los animales mutantes en dpff-1 en el desarrollo de C.
elegans en condiciones normales de crecimiento y de estrés como ayuno y choque
de calor.

a. Analizar si los animales mutantes en dpff-1 muestran un fenotipo evidente,
p. Ej. Cambios en el nimero de progenie, letalidad embrioanria, tiempo de
vida, defectos en movilidad, etc.

b. Analizar si los animales mutantes en dpff-1 presentan defectos en la
apoptosis fisioldgica y la apoptosis de la linea germinal inducida por ayuno
y choque de calor.

c. Determinar si la sobrevivencia de los animales mutantes en dpff-1 se afecta

ante un estrés por choque de calor.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cepas y condiciones de crecimiento
Las cepas de C. elegans se mantuvieron de acuerdo a procedimientos estandar de
crecimiento (Brenner 1974). Los animales se crecieron a 20°C, 24°C o bajo cambios de
temperatura durante su desarrollo; los animales se crecieron inicialmente a 20°C, se
seleccionaron en el estadio larval L4 y posteriormente se incubaron a 24°C. Las cepas se
muestran en la Tabla 1 se utilizaron en este trabajo.

Tabla 1. Cepas utilizadas para esta tesis

Cepa Genotipo Referencia
Bristol N2 Silvestre (Brenner 1974)
(Villanueva-
TM4287 dpff-1(tm4287) Chimal et al.
2017)
(Schumacher et
MD701 bcls39 [Plim-7::ced-1::gfp; lin-15(+)]
al. 2005)
(Frokjaer-Jensen
et al. 2008;
EG6699 ttTi5605 11; unc-119(ed3) I11; oxEx1578
Frokjaer-Jensen et
al. 2012)
(Villanueva-
xmSi09 [Pdpff-1::gfp::dpff-1::dpff-1 3’utr; Cbr-unc-119(+)]
RNO19 Chimal et al.
I
2017)

xmSi25 [Pdpff-1::dpff-1::gfp::dpff-1 3’utr; Cbr-unc-119(+)] (Villanueva-

RNO031
| Chimal et al.
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2017)

RN045 dpff-1(xm17)

(Villanueva-
Chimal et al.

2017)

RNO046 ced-1::gfp; dpff-1(tm4287)

(Villanueva-
Chimal et al.

2017)

RNO048 ced-1::gfp; dpff-1(xm17)

(Villanueva-
Chimal et al.

2017)

SJ4058 zcls9 [hsp-60::GFP + lin-15(+)] V

(Yoneda et al.

2004)

TJ375 gpls1l[Phsp-16-2::GFP]?

(Rea et al. 2005)

5.2. Sincronizacion de animales

Se colectaron animales adultos gravidos de los genotipos requeridos con
amortiguador M9 1X (NazHPO4 42 mM, KH,PO,4 22 mM, NaCl 86 mM y MgSO, 1 mM).
Se lavaron los animales con 10 ml de amortiguador M9 1X para quitar la mayor cantidad de
bacteria, dejando un volumen de 800 pl. Posteriormente se agregaron 800 ul de cloro
comercial y 200 ul de hidroxido de sodio (NaOH) 5 N. La mezcla se agitd en un vortex
durante 5 min o hasta que los cuerpos de los gusanos dejaron de ser visibles a contra luz.
Las muestras se centrifugaron a 8000 rpm durante 30 segundos y posteriormente se retiré el
sobrenadante. El pellet de embriones se lavo tres veces con 10 ml de amortiguador M9 1X.

Después del ultimo lavado, se retird la mayor cantidad de amortiguador M9 1X. Los
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embriones fueron transferidos a un tubo Falcon® en un volumen final de 8 ml de M9 1X e
incubados en agitacion constante durante toda la noche a 20°C o 24°C para permitir la

eclosién de las larvas L1.

5.3. ARN de interferencia (RNAI)
El pldsmido para silenciar el gen dpff-1 se obtuvo de una libreria comercial de
RNAI (OpenBiosystems) (Rual et al. 2004) y se verifico por secuenciacion. EI ARN de
interferencia (RNAI) se realizé por alimentacion a 24°C de acuerdo a las especificaciones
de Timmons et al. (2001) y Conte and Mello (2003). Brevemente, el plasmido vacio (PV)
pPD129.36 y los plasmidos para silenciar los genes dpff-1 y ced-1 se crecieron en la cepa E.
coli HT115 (DE3). Para inducir la sintesis de ARN de doble cadena se siguieron dos

protocolos:

5.3.1. Induccion de ARN de doble cadena en bacterias crecidas en cultivo
solido

Las bacterias HT115 transformadas se incubaron por una noche en medio LB
adicionado con 50 pug/ml de ampicilina y 12.5 pug/ml de tetraciclina. Se colocaron 300 pl
del cultivo en tubos de 1.5 ml y se centrifugé a 10000 rpm por un minuto. Se retird la
fraccion liquida dejando aproximadamente 60 ul de volumen en el tubo. El pellet de
bacterias se resuspendid y se coloco en placas con medio NGM (Agar 30 g/l, NaCl 3 g/l,
peptona 2.5 g/l, amortiguadores de fosfatos 25 mM y colesterol 5 mg/l) suplementado con
50 pg/ml de ampicilina, 12.5 pg/ml de tetraciclinay 1 mM de IPTG. Las cajas se incubaron
a temperatura ambiente durante 16 horas en ausencia de luz. Posteriormente, animales en el

estadio L4 se colocaron en las cajas para que se alimentaran de las bacterias que tenian
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ARN de doble cadena y de este modo poder silenciar el gen de interés. Los animales de los
genotipos indicados se crecieron por una generacion a 24°C en presencia de las bacterias
con el plasmido vacio o de las bacterias con el plasmido para silenciar al gen de interés.
Finalmente, animales F1 en el estadio L4 se seleccionaron y crecieron hasta que alcanzaron

su etapa adulta a 24°C.

5.3.2. Induccion de ARN de doble cadena en bacterias crecidas en cultivo en
liquido

Las bacterias que contienen el plasmido que expresa el gen a silenciar o plasmido
vacio se crecieron en agitacion constante a 37°C hasta una densidad Optica de 0.6 en un
cultivo de un litro. Una vez alcanzada la densidad 6ptica en el cultivo, se agregd IPTG (0.4
mM concentracion final) y se incubd por 2 horas adicionales a 37°C. El cultivo de bacterias
se centrifugd a 12000 rpm durante 15 min a 4°C y el pellet de bacterias se resuspendio en
1/10 del volume original medio LB con 50 pg/ml de ampicilina y 12.5 pg/ml de
tetraciclina, 0.4 mM IPTG y 25% v/v de glicerol. Por Gltimo, 1 ml de bacterias fueron
dispensadas en tubos de 1.5 ml, congeladas en nitrdgeno liquido y almacenadas a -70°C.
Para iniciar los experimentos de ARN de interferencia (RNAI), se descongelaron las
baterias inducidas y se centrifugd a 8200 rpm por 1 minuto. El pellet de bacterias fue
resuspendido en 100 pl de medio LB con antibidticos e IPTG y 15ul de bacteria
resuspendida fue colocada en placas de 60 mm con medio NGM suplementado con 50
ug/ml de ampicilina, 12.5 pg/ml de tetraciclina. Las cajas de NGM con la bacteria inducida

se pueden almacenar a 4°C por un periodo maximo de una semana.
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5.4. Tincion DAPI

La tincién DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) en gonadas disecadas se realizé de
acuerdo a las especificaciones de Lee et al. (2007). Brevemente, las génadas de animales
adultos de los genotipos indicados se disecaron en 30 pl de M9 1X sobre un cubreobjetos
utilizando jeringas de insulina. Posteriormente se colocaron los cubreobjetos con los
animales hacia abajo sobre un portaobjetos con poli-L-lisina y se sumergieron en nitrogeno
liquido. Una vez congelados, se retird el cubreobjetos y las muestras se fijaron en metanol a
-20°C por un minuto. Adicionalmente, las muestras se fijaron en una solucion que contenia
formaldehido al 3% y 100 mM de K;HPO4 (pH 7.2) por 20 min a temperatura ambiente.
Las gbnadas fijadas se incubaron con DAPI (1 ng/ul) disuelto en PBT 1X (PBS y Tween 20
al 0.5%) a temperatura ambiente por 10 min. Posteriormente las muestras se lavaron con
PBT 1X por 5 min. Enseguida se agregd Vectashield Mounting Medium (Vector Labs) para
prevenir fotoblanqueo. Por ultimo, las muestras se sellaron con un cubreobjetos utilizando

un esmalte de acrilico.

5.5. Anélisis de inmunofluorescencia

La inmunolocalizacion de RME-2 en gdénadas disecadas se realiz6 de acuerdo a las
especificaciones de Salinas et al. (2007). Brevemente, los animales adultos de los genotipos
indicados se disecaron en 30 ul de M9 1X sobre un cubreobjetos utilizando jeringas de
insulina para liberar las gonadas. Posteriormente se colocaron los cubreobjetos con los
animales hacia abajo sobre un portaobjetos con poli-L-lisina y se sumergieron en nitrogeno
liquido. Una vez congelados, se retird el cubreobjetos y las muestras se fijaron en metanol a
-20°C por un minuto. Adicionalmente, las muestras se trataron con una solucion que

contiene PBS 1X, paraformaldehido al 3.7%, 80 mM de HEPES, 1.6 mM de MgSO,y 0.8
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mM de EGTA a temperatura ambiente por 20 min. Una vez fijadas se bloquearon con 30 pl
de una solucién que contiene 2 ml de PBT 1X, 0.9 ml de suero de cabra (NGS) y 0.12 ml
de azida de sodio al 0.5% por 2 h. Al finalizar el bloqueo, se lavaron con PBT 1X por 10
min. Posteriormente, las muestras se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo
primario a-RME-2 (1:100) de acuerdo a las especificaciones de Grant and Hirsh (1999). Al
dia siguiente, las muestras se lavaron nuevamente con PBT 1X y se incubaron con el
anticuerpo secundario anti-conejo Alexa Fluor 488 (1:100; MolecularProbes) y DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol, 1 ng/pl) a temperatura ambiente por 2 h. Posteriormente se lavaron
nuevamente con PBT 1X por 5 min. Enseguida se colocaron 20 ul de Vectashield
Mounting Medium (Vector Labs) para prevenir fotoblanqueo. Las muestras se sellaron
colocando un esmalte de acrilico alrededor del cubreobjetos.

La inmunolocalizacion de la histona H3 fosforilada (H3P) en gdnadas disecadas se
realizd de acuerdo a las especificaciones de (Kadyk and Kimble 1998). Brevemente, los
animales adultos de los genotipos indicados se disecaron en 30 ul de M9 1X sobre un
cubreobjetos utilizando jeringas de insulina para liberar las génadas. Posteriormente se
colocaron los cubreobjetos con los animales hacia abajo sobre un portaobjetos con poli-L-
lisina y se sumergieron en nitrogeno liquido. Una vez congelados, se retird el cubreobjetos
y las muestras se fijaron en metanol a -20°C por un minuto. Adicionalmente, las muestras
se trataron con una solucion que contiene PBS 1X, paraformaldehido al 3.7%, 80 mM de
HEPES, 1.6 mM de MgSO,y 0.8 mM de EGTA a temperatura ambiente por 20 min. Una
vez fijadas se bloquearon con 30 pl de una solucion que contiene 2 ml de PBT 1X, 0.9 ml
de Suero de cabra (NGS) y 0.12 ml de azida de sodio al 0.5% por 2 h. Al finalizar el
bloqueo, se lavaron con PBT 1X por 10 min. Posteriormente, las muestras se incubaron

toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario a-H3P (1:10; Fisher Scientific, catdlogo: 06-
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570). Al dia siguiente, las muestras se lavaron nuevamente con PBT 1X y se incubaron con
el anticuerpo secundario anti-conejo Alexa Fluor 488 (1:100; MolecularProbes) y DAPI (1
ng/ul) a temperatura ambiente por 2 h. Posteriormente se lavaron nuevamente con PBT 1X
por 5 min. Enseguida se colocaron 20 pul de Vectashield Mounting Medium (Vector Labs)
para prevenir fotoblanqueo. Las muestras se sellaron colocando un esmalte de acrilico

alrededor del cubreobjetos.

5.6. Western blot

100 gusanos hermafroditas adultos de los genotipos indicados se crecieron 24°C, se
colectaron en 9 ul de una solucion de PBS 1X 'y se agregaron 2.4 ul de buffer de carga para
proteina 6X y 2.6 ul de DTT 1M. Para la extraccion de proteina total, las muestras se
hirvieron por 5 min a 95°C y se centrifugaron por 1 min a 13,000 rpm. El sobrenadante de
cada muestra se cargd en un gel de poli-acrilamida al 10 u 8%. Las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa por electroforesis. La membrana se bloque6
con 5% de leche en una solucién de TBS-Tween 0.1% (50 mM Tris-Hcl pH 7.6, 150 mM
NaCl) con. Posteriormente, la membrana se incubo toda la noche a 4°C con un anticuerpo
anti-pMPK-1 (Cell Signaling Technology, Catalogo: 9101) diluido 1:1000 en una solucién
de TBS con 5% de leche y con 0.5% de Tween 20. Al dia siguiente la membrana se lavo
con una solucion de TBS-Tween y se incubd una hora a 4°C con un anticuerpo secundario
anti-conejo acoplado a peroxidasa (H+L) (Thermo Fisher Scientific, Catalogo: 32460)
diluido 1:1000 en una solucién de TBS con 5% de leche y con 0.5% de Tween 20, como
control de carga se utilizé el anticuerpo monoclonal a-tubulina (Sigma-Aldrich, Catalogo:

T9026) diluido 1:500. La membrana se lavd nuevamente y se revel6 en un cuarto obscuro
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utilizando las especificaciones del fabricante Super Signal West Femto Trial Kit (Thermo

Fisher Scientific, Catalogo: 34096).

5.7. Extraccién de ARN

La extraccion de ARN se realizd de acuerdo a las especificaciones de Lascarez-
Lagunas et al. (2014). Brevemente, se disecaron aproximadamente 100 gdnadas de
animales silvestres adultos crecidos con bacteria 0 sometidos a 6 h de ayuno a 24°C. La
extraccion de ARN total se realiz6 con el reactivo TRIzol (Invitrogen) y perlas de vidrio. Se
agregd 100 ul de cloroformo a cada muestra, se agitd por 15 s en el vortex y se incubd a
temperatura ambiente por 3 min. Las muestras se centrifugaron a 13400 rpm por 15 min. Al
término de la centrifugacién se tomd la fase superior y se coloco en un tubo nuevo. A cada
tubo se le agregaron 250 pl de isopropanol, se agité por 15 s en el vortex y se incubd a
temperatura ambiente por 10 min. Posteriormente se centrifugaron las muestras a 13400
rpm por 3 min. Se decant6 el sobrenadante y la pastilla de ARN se lavo con 500 pl de
etanol al 75%. En seguida se centrifugaron las muestras a 7500 rpm por 5 min. El
sobrenadante de etanol se decantd y los tubos se dejaron secar a temperatura ambiente
durante 10 min. A cada tubo se le adicionaron 10 ul de agua tratada con DEPC. Se mezcl6
la pastilla de ARN con el vortex y se incubd a 60°C por 10 min. Finalmente se cuantifico la

concentracion de ARN en cada muestra con un NanoDrop (BioRad).
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5.8. Analisis de la expresion de ARN mensajero mediante PCR de tiempo real
El analisis de la expresién de ARN mensajero mediante PCR tiempo real se realizd
de acuerdo a las especificaciones de Lascarez-Lagunas et al. (2014). Brevemente, se utilizo
100 ng de ARN total en cada condicion para sintetizar cDNA usando la transcriptasa
reversa Im-Prom Il (Promega) y oligos dT. El andlisis de la expresion de ARN mensajero
mediante PCR tiempo real (QRT-PCR) se realizd utilizando oligonucle6tidos especificos

disefiados con ayuda del software Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) (Untergasser

et al. 2012). La amplificacion se realizd con Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied
biosystems). Cada reaccion de 20 pl contiene 3 pul de Oligo FOW (250 nM), 3 ul de Oligo
REV (250 nM), 1 ul de cDNA, 3 ul de H,O milliQ estéril y 10 ul de SYBR Green PCR
Master Mix. Para la deteccion se utilizé el sistema ABI Prism 7000 (Applied Biosystems).
y-Tubulina (tbg-1) se usé como control de amplificacion. Los valores de CT (test gene
threshold cycle) de cada gen se normalizaron con los valores de CT obtenidos para thg-1 en
cada condicion. Se utiliz el método comparativo CT descritos por (Livak and Schmittgen
2001) para obtener los niveles de expresion relativa. Los oligonucledtidos utilizados para la

amplificacion se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Lista de oligonucle6tido utilizados en los experimentos de PCR de

tiempo real
Fragmento
NOMBRE Gen Secuencia (5°-3") ™m gue amplifica
(pb)
tbg-1 FOW CCTGTTGTCGATCCAAATGA
thg-1 60 108
tbg-1 REV AACCCGAGAAGCAGTTGAAA
ced-9_FOW AAACGGAATGGAATGGTTTG
ced-9 60 110
ced-9_REV AATTTTCCGCGTGCTTCTT
dpff-1 FOW CGGCACTGCTTTTATGAACA
dpff-1 60 120
dpff-1 REV CACTCAAGACACTGCCATCC

5.9. Procesamiento de imagenes

Las micrografias se obtuvieron en un microscopio Nikon Eclipse E600 equipados
con la cdmara AxioCam MRc (Zeiss). Las imagenes se capturaron utilizando el programa
AxioVision (Zeiss). Las imagenes se procesaron usando el programa Imagel. Algunas
imagenes se capturaron como un montaje con espacios sobrepuestos y se procesaron con el
programa MosaicJ (Thévenaz and Unser 2007).

Para la cuantificacion de la proteina verde fluorescente en las imagenes de los
experimentos de choque térmico se utiliz6 el progaram Image J (1.50b, Wayne Rasband,
National Institutes of Health). Para calcular y graficar las unidades relativas de
fluorescencia se selecciond6 en cada micrografia el area total de cada animal.

La fluorescencia total corregida se calculd con la férmula: fluorescencia total corregida
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(CTF) = densidad integrada - (&rea seleccionada x media de fluorescencia de dos lecturas

independientes) (https://sciencetechblog.com/2011/05/24/measuring-cell-fluorescence-

using-imagej/) (Huelgas-Morales et al. 2016).

5.10. Ensayos de apoptosis

Para investigar el efecto de la falta de dpff-1 en la apoptosis de la linea germinal se
cruzaron los animales dpff-1(tm4287) y dpff-1(xm17) con la cepa transgénica MD701
bcls39 [Plim-7::ced-1::gfp; lin-15(+)] (Schumacher et al. 2005). EIl receptor de membrana
CED-1 se expresa en las células de la vaina durante el proceso de fagocitosis de cuerpos
apoptéticos. El transgen CED-1::GFP se usa comUnmente para la cuantificacion de cuerpos
apoptoticos bajo el microscopio de epifluorescencia. Los animales ced-1::gfp; dpff-
1(tm4287), ced-1::gfp; dpff-1(xm17) y ced-1::gfp se crecieron a 24°C. Posteriormente se
montaron en un portaobjetos con agarosa al 2% y se anestesiaron con 20 ul de tetramisol 10
mM. Por Gltimo, los animales se observaron bajo el microscopio de epifluorescencia para
cuantificar el nimero de cuerpos apoptoticos por brazo de gonada a las 24, 48 y 72 h post
estadio larval L4. Por otro lado, para facilitar el conteo de cuerpos apoptoticos bajo
microscopia Nomarski el gen ced-1 se silencié por RNAI. Los animales con los genotipos
indicados se crecieron a 24°C, se montaron en un portaobjetos con una cama de agarosa al
2%, se anestesiaron con tetramisol 10 mM y se observaron bajo microscopia Nomarski.
Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante una prueba t tipo Mann-Whitney (***

P<0.001) en el programa SIGMA-PLOT.
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5.11. Condiciones de estrés

5.11.1. Apoptosis inducida por estrés

Las condiciones de estrés utilizadas en este trabajo se realizaron de acuerdo a las
especificaciones de Derry et al. (2001), Salinas et al. (2006), Stergiou et al. (2007) y Silva-
Garcia and Estela Navarro (2013). Brevemente, los animales ced-1::gfp; dpff-1(tm4287),
ced-1::gfp; dpff-1(xm17) y ced-1::gfp se crecieron a 24°C. Para inducir la apoptosis de la
linea germinal por ayuno, animales adultos de los genotipos indicados se tranfirieron a
cajas NGM sin bacteria y mantenidos por 6 h a 24°C. Para inducir la apoptosis de la linea
germinal por choque térmico, animales adultos de los genotipos indicados se tranfirieron a
cajas de 35 mm con NGM vy bacteria. Los animales se incubaron en un bafio de agua a 31°C
por 3 h. Al finalizar el choque de calor los animales se recuperaron por 4.5 h a 24°C.

Al finalizar cada tratamiento de estrés, los animales adultos de los genotipos
indicados se montaron en un portaobjetos con agarosa al 2% y se anestesiaron con 20 pul de
tetramisol 10 mM. Por ultimo, los animales se observaron bajo el microscopio de
epifluorescencia para cuantificar el nimero de cuerpos apoptéticos por brazo de génada.
Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante una prueba t tipo Mann-Whitney (***

P<0.001) utilizando el programa SIGMA-PLOT.

5.11.2. Ensayos con reporteros de choque de térmico

Animales sincronizados hsp-16.2::GFP con los genotipos indicados se crecieron a
20°C. Entre 30-40 animales en el estadio L4 se colectaron en placas de 35 mm con medio
NGM vy bacteria OP50-1. Al dia siguiente, los animales adultos se incubaron en un bafio de
agua a 35°C por 2 h y luego se dejaron recuperar por 4 h adicionales a 20°C (Dues et al.

2016). En el caso de animales que expresan el transgen Psod-3::GFP los experimentos se

34



realizaron bajo condiciones de ARN de interferencia a 20°C utilizando como control el
plasmido vacio o silenciando el gen dpff-1(RNAI). Entre 30-40 animales en el estadio L4 se
colectaron en placas de 35 mm con medio NGM vy bacteria OP50-1. Al dia siguiente, los
animales adultos se incubaron en un bafio de agua a 31°C por 8 h. Los animales que no
fueron sometidos a ninguln tipo de estrés se mantuvieron a 20°C todo el tiempo. Al finalizar
los tratamientos, los animales fueron montados en un portaobjetos con una cama de agarosa
al 2%, se anestesiaron con 20 ul de tetramisol 10 mM y se observaron bajo microscopia de
epifluorescencia. La cuantificacion de la fluorescencia se realizé con el software Image J,

siguiendo las indicaciones de Huelgas-Morales et al. (2016).

5.12. Letalidad embrionaria después de un choque térmico

La cuantificacion de la letalidad embrionaria después de un choque térmico se
realiz6 de acuerdo a las especificaciones de Huelgas-Morales et al. (2016). Brevemente,
animales adultos en los genotipos indicados se crecieron a 24°C y se dividieron dentro de
dos grupos: animales control (24°C) y animales sometidos a un choque de calor de 31°C por
3h. Inmediatamente después del choque de calor, los animales de los genotipos indicados se
montaron en un portaobjetos que contenia una cama de agarosa al 2% y se observaron bajo
el microscopio Nomarski. EI namero de embriones y ovocitos maduros dentro de cada
animal hermafrodita se determind y se obtuvo el promedio. Los animales se recuperaron en
cajas NGM con bacteria a 24°C y se permitidé que depositaran embriones por 10 h (Grupo
A). Posteriormente, los animales se transfirieron a nuevas cajas de NGM con bacteria a
24°C y se permitid que depositaran embriones por 12 h (Grupo B). Una vez mas, los
animales se transfirieron a cajas de NGM con bacteria a 24°C y se permitié que depositaran

embriones por 24 h (Grupo C) (Figura 29a). La calidad de células germinales se evaluo
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indirectamente a través de la cuantificacion de la letalidad embrionaria. Los embriones que
no eclosionaron 24 h después de ser depositados al medio fueron considerados muertos. La
letalidad embrionaria de animales que no fueron sometidos al choque de calor se asigné

como grupo control.

5.13. Ensayos de fertilidad

Animales hermafroditas en los genotipos indicados se crecieron a 20°C, 24°C o bajo
cambios de temperatura durante su desarrollo. Animales en el estadio larval L4 se
seleccionaron individualmente y se movieron a cajas de NGM con bacteria cada 24 h por 3
0 4 dias. En cada caja se cuantifico el nimero de embriones muertos y descendencia viva
cada 24 h. Los embriones que no eclosionaron 24 h después de ser depositados al medio
fueron considerados muertos. Los porcentajes de cada categoria se muestran con SEM
(Standard error of the mean). EI nimero de animales analizados se muestra entre paréntesis.
Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante una prueba “"t”" tipo Mann-Whitney

(*** P<0.001).

5.14. Construccidon de transgenes
La clonacién de genes para generar animales transgénicos por el método “~“Mos1-
mediated single copy insertion (MosSCI)™" (Frokjaer-Jensen et al. 2008; Frokjaer-Jensen et
al. 2012) se realizd6 mediante el sistema “~“Multisite Gateway Three Fragment Vector
Construction Kit” (Invitrogen). Para generar estos transgénicos se us6 DNA gendmico

como templado y los oligonucleétidos anotados en la Tabla 3.
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Los productos de PCR fueron purificados a partir de un gel de agarosa con el kit
QIAquick Gel Extraction (QIAGEN). Los fragmentos purificados se clonaron por
recombinacion en los vectores donadores pPDONRP4-P1R, pDONR221 y pDONRP2R-P3.
Los insertos clonados en estos vectores se confirmaron por patrén de restriccion y
secuenciacion.

Los plasmidos pDONRP4-P1R-dpff-1 y pDONRP2R-P3-dpff-1 se linealizaron por
PCR con los oligonucledtidos enlistados en la la Tabla 3. La secuencia codificante de la gfp
se amplificd del vector pCM1.53 (Addgene plasmid 17250) (Merritt et al. 2008) con los
oligonucleétidos de la Tabla 3. Los productos de PCR se digirieron con la enzima de
restriccion Dpnl (New England Biolabs) por 2 h y se purificaron a partir de un gel de
agarosa al 2% con el kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN). La secuencia codificante de
la gfp se fusionod después del ATG o antes del codon de paro del gen dpff-1 mediante una
reaccion Gibson (Gibson et al. 2009). Para ello se mezclaron los productos de PCR
linealizados de los plasmidos pDONRP4-P1R-dpff-1 y pDONRP2R-P3-dpff-1 con el
producto de PCR de la gfp. Por dltimo, los insertos clonados en los vectores pDONR se
recombinaron en tandem en el pldsmido destino pCFJ150 (Addgene plasmid 19329)

(Frokjaer-Jensen et al. 2008).
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Tabla 3. Lista de oligonucleétidos utilizados para la construccion de transgenes

en C. elegans

NOMBRE

SECUENCIA5 a3

attB4_dpff-1_FOW

GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGATGATGACCCTAAA

AATTATCATAC

attB1r_dpff-1_REV

GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGCTTAGATTATTCAGA

TTTCAAATGGATC

attB1_dpff-1_FOW

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGATAAAT

CTTTAGAGCATTTAGG

attB2r_dpff-1 REV

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTAAGATCCACA

ATTATGTGAAGAAG

attB2_dpff-1_FOW

GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCAAATGTATTAGCT

TCCTTCCTCTC

attB3_dpff-1_REV

GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTGATTCTTTGAAACT

TCCAATATTG

P4-P1R-dpff-1_FOW

GCTTCCGCCGGTACCTCCACTGCCACCGCTAGTACTCATTG

TCTGTAAGATTAGCTGTCTTGGATTATTTTTAAAC

P4-P1R-dpff-1_REV

GGTGGCACAGGAGGAACGGGCGGTAGTGGAGGCACTGGTA

TCTCGGAAAACGGATATATGGACCTGATGC

2R-P3-dpff-1_FOW

GCTTCCGCCGGTACCTCCACTGCCACCGCTAGTACTCTTCTT

GGCCGGTGCAC

2R-P3-dpff-1_REV

GGTGGCACAGGAGGAACGGGCGGTAGTGGAGGCACTGGTT

AATGGTTCTCAAATATTATATTTATTCCAATATTT

GFP_FOW

AGTACTAGCGGTGGCAGTGGAGGTACCGGCGGAAGCAGTA

AAGGAGAAGAACTTTTCAC
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GFP_REV

ACCAGTGCCTCCACTACCGCCCGTTCCTCCTGTGCCACCTTT

GTATAGTTCATCCATGCC

5.15.

Construccién de sgRNA

Usamos el plasmido pU6::unc-119 sgRNA (Addgene plasmid 46169) (Friedland et

al. 2013) como templado para generar el plasmido que expresa el SgRNA dirigido contra la

secuencia de dpff-1 en el genoma de C. elegans. El pldsmido pU6::unc-119 sgRNA se

linealiz6 con los oligonucledtidos de la Tabla 4. Posteriormente, el producto de PCR se

digirié con la enzima de restriccién Dpnl (New England Biolabs) por 2 h, se purifico de un

gel de agarosa al 2% con el kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN) y se transformé en

celulas competentes E. coli DH5 alpha. El plasmido pU®6::dpff-1 sgRNA se verificd por

patrén de restriccion y secuenciacion.

Tabla 4. Lista de oligonucleotidos utilizados para la construccion del plasmido

con un sgRNA dirigido a dpff-1

NOMBRE

SECUENCIA5 a3’

sgRNA dp

ff-1_FOW

ACTGCATTAAATGGAATTCCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT

AAAATAAG

sgRNA _dp

ff-1_FOW

CGGAATTCCATTTAATGCAGTAAACATTTAGATTTGCAATTCAATT

ATATAGG

5.16.

Generacion de animales transgénicos y cepas mutantes

Los animales trangénicos se generaron por el método de ~~Mosl-mediated single

copy insertion”” (Frokjaer-Jensen et al. 2008; Frokjaer-Jensen et al. 2012). Brevemente,
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animales adultos de la cepa EG6699 [ttTi5605 II; unc-119(ed3) Ill; oxEx1578] se
microinyectaron en la gonada utilizando una mezcla que contiene los siguientes plasmidos:
pCFJ601 (Peft-3::Mos1 transposase, 50 ng/ul), el marcador de seleccion negativa pMA122
(Phsp-16.1::peel-1, 10 ng/ul), los plasmidos de coinyeccion pCFJ104 (Pmyo-3::mCherry, 5
ng/ul), pGH8 (Prab-3::mCherry, 10 ng/ul), pCFJ90 (Pmyo-2::mCherry, 2.5 ng/ul) y el
plasmidos templado pCFJ150 con el trangen Pdpff-1::GFP::dpff-1::dpff-1 3’utr (20 ng/ul) o
el plasmido pCFJ150 con el transgen Pdpff-1::dpff-1::GFP::dpff-1 3’utr (20 ng/ul). Los
animales inyectados se crecieron a 24°C por varios dias y los animales con fenotipo unc-
119 (+) se sometieron a un choque de calor a 34°C por 2 h. Los animales que sobrevivieron
al choque de calor se movieron a cajas de NGM con bacteria y su progenie se analiz6 bajo
el microscopio de epifluorescencia. Los animales que expresaban la sefial fluorescente de la
GFP pero no expresaban la sefial fluorescente de la mCherry fueron seleccionados.

La linea mutante RN042 dpff-1(xm17) se generé por el sistema CRISPR-Cas-9
(Friedland et al. 2013). Brevemente, animales adultos silvestres se microinyectaron en la
gonada utilizando una mezcla que contiene los siguientes plasmidos: Peft-3::cas9-SV40
(Addgene plasmid 46168, 50 ng/ul) (Friedland et al. 2013), pU6::dpff-1 sgRNA (45 ng/ul)
y pCRJ104 (Pmyo-3::mCherry, 5 ng/ul). Los animales F1 que expresaban la sefial
fluorescente de la mCherry se seleccionaron en un estereomicroscopio de fluorescencia (66
animales). Los animales F1 seleccionados en el paso anterior se genotipificaron por PCR
usando los oligonucleotidos dpff-1_EcoRIl_FOW:
GCGTAGCTACATATTAATCAATTATCGC Yy
dpff-1_EcoRl_REV: AGCCGTTTGATGTTCATAGTATG. Los productos de PCR se
digirieron con la enzima de restriccién EcoRlI por 3 h y se visualizaron en un gel de agarosa

al 2% (Figura 14). Mediante este método identificamos dos alelos independientes para el
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gen dpff-1 (Frequencia de mutacion =2/66=3.03%). Los productos de PCR de los alelos
xm17 y xm20 se secuenciaron y se analizaron. El alelo xm17 gener6 una mutacién sin

sentido (Figura 23c), mientras que el alelo xm20 generd una mutacion silenciosa.

Figura 14. ldentificacion del alelo mutante para el gen dpff-1. (A) Representacion
esquematica del patron de migracion de productos de PCR de animales silvetres y animales
mutantes. (B) Gel de agarosa con los productos de PCR de animales silvestres y animales
mutantes. El producto de PCR de animales silvestres (+/+) genera una banda Unica de 540
pb. El patron de restriccion con la enzima EcoRI del producto de PCR de animales
silvestres genera dos bandas, la mas grande migra en 347 pb y la mas pequefia migra en 193
pb. El patron de restriccion con la enzima EcoRI del producto de PCR de animales que
acarrean una mutacion en el sitio de corte de la enzima EcoRI genera una banda Unica de
540 pb. El patrén de restriccion con la enzima EcoRI del producto de PCR de animales
heterocigos (+/-) genera tres bandas, una de 540 pb, una de 347 pb y una de 193 pb. El
patrén de restriccion con la enzima EcoRI del producto de PCR de animales homaocigos
mutantes (-/-) genera una banda Unica de 540 pb.

5.17. Curvas de sobrevivencia
El choque de calor para las curvas de sobrevivencia se realizd de acuerdo a las
especificaciones de Paz-Gomez et al. (2014). Brevemente, se colocaron larvas L1

sincronizadas en cajas con medio NGM vy bacteria Escherichia coli OP50-1. Las larvas L1
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en los genotipos indicados se crecieron a 24°C por 40 h o bajo cambios de temperatura
durante su desarrollo por 45 h. Los animales adultos se colocaron en varias cajas de 35 mm
con NGM vy bacteria (30 animales por caja). Posteriormente se incubaron a 36°C por 12 h.
Para contabilizar los animales vivos y muertos se tomd una caja diferente cada hora. Se
consideraron animales muertos aquellos que no respondian al toque del asa y que ademas
no presentaban bombeo en la faringe. El porcentaje de sobrevivencia representa la suma de
tres experimentos diferentes. Todos los anélisis estadisticos se realizaron mediante una
Two-way ANOVA con una prueba de Bonferroni (** P<0.01, *** P<0.001) en el programa

SIGMA-PLOT.
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6. RESULTADOS

6.1. DPFF-1 es el unico miembro de la familia de factores de transcripcion D4 en
C. elegans
dpff-1(C28H8.9) es el tnico miembro de la familia d4 reportado en el genoma de C.

elegans (http://www.wormbase.org; release WS252, Dec 04 2015). Existen tres isoformas

de ARNm del gen dpff-1 anotadas en el genoma de C. elegans. Sin embargo, la isoforma
mas larga codifica para la proteina que posee los dominios Krippel y PHD/d4

(http://www.wormbase.org; release WS252, Dec 04 2015, Figura 15).

Figura 15. dpff-1 es el inico miembro de la familia d4 reportado en el genoma
de C. elegan. (a) Representacion esquematica de las isoformas de ARNm del gen dpff-1.

(b) Representacion esquematica de las proteinas DPFF-1.

Un alineamiento a nivel de proteina entre miembros de la familia d4 mostr6é que la
proteina DPFF-1 de C. elegans es ~84% idéntica a sus homdlogos en Caenorhabditis

remanei y Caenorhabditis briggsae. La proteina DPFF-1 de C. elegans tiene un 60%
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identidad con la proteina dd4-PA de D. melanogaster y un ~38% de identidad con
miembros de la familia d4 de vertebrados. Observamos que todos los miembros de la
familia d4, incluyendo la proteina DPFF-1 de C. elegans, contienen una sefial de
localizacion nuclear predicha (SLN), un dedo de zinc tipo Kriippel y dos dominios PHD/d4

en el C-terminal (Figura 16).

Figura 16. DPFF-1 pertenece a la familia de factores de transcripcion D4.
Alineamiento de la secuencia de aminoacidos entre miembros de la familia de factores de
transcripcion D4. El alineamiento fue realizado por el método Muscle con la secuencia
primaria de Ce-DPFF-1 (C. elegans), Cr-DPFF-1 (C. remanei), Cb-DPFF-1 (C. briggsae),
Dm-dd4-PA (D. melanogaster), Xl-ubi-d4 (X. leavi), Dr-DPF3 (D. rerio), Mm-DPF1, Mm-
DPF2, Mm-DPF3 (M. musculus), Hs-DPF-1, Hs-DPF2 and Hs-DPF3 (H. sapiens). Los
aminodcidos conservados estan marcados con azul. Los motivos conservados estan
encerrados en recuadros con lineas punteadas. Dominio 2/3: Region N-terminal codificada
por exones 2 y 3. SLN: Secuencia de localizacion Nuclear. Dedos de zinc tipo Krippel y

dominio d4.
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6.2. DPFF-1 se expresa en los nucleos de todas las células del C. elegans durante el
desarrollo

Para determinar el patrén de expresion del gen dpff-1 durante el desarrollo de C.

elegans, fusionamos el promotor y el gen codificante de dpff-1 con la proteina verde

fluorescente (GFP) tanto en su extremo amino como en su extremo carboxilo. Para generar

estas construcciones, clonamos en tandem la region promotora predicha de 965 pb rio

arriba del ATG (Dupuy et al. 2004) y la region codificante desde el ATG hasta el final de

su 3’UTR reportado (2632 pb) (http://www.wormbase.org, release WS252, Dec 04 2015).

Posteriormente, mediante una reaccion tipo Gibson (Gibson et al. 2009) se unié la
secuencia codificante de la gfp después del ATG o antes del coddn de paro del gen dpff-1.
Los animales transgénicos fueron generados por el método ~“Mosl-mediated single copy
insertion (MosSCI)"" (Frokjaer-Jensen et al. 2008; Frokjaer-Jensen et al. 2012). La primera
linea transgénica, xmSi09, expresa el reportero GFP fusionado a la proteina DPFF-1 en su
region N-terminal (Figura 17) y la segunda linea transgenica, xmSi25, expresa el reportero

GFP fusionado a la proteina DPFF-1 en su region C-terminal (Figura 17).

Figura 17. Representacion esquematica de DPFF-1 fusionada a la proteina verde
fluorescente (GFP) en su extremo amino terminal (xmSi09) o su extremo carboxilo

terminal (xmSi25).

Para mayor facilidad en este trabajo nos referiremos a la linea transgénica xmSi09

como GFP::DPFF-1vy a la linea transgénica xmSi25 como DPFF-1::GFP. Embriones, larvas
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y animales hermafroditas GFP::DPFF-1 fueron montados en un portaobjetos y observados
bajo el microscopio de epifluorescencia para determinar el patron de expresion. Se observo
la expresion de la GFP::DPFF-1 en todas las etapas embrionarias y post-embrionarias
principalmente en un patron nuclear y ligeramente difuso por todo el citoplasma (Figura
18). Como se esperaba, animales DPFF-1::GFP presentaron un patron de expresion similar
al de animales GFP::DPFF-1, en todas las etapas embrionarias y post-embrionarias
principalmente en un patron nuclear y ligeramente difuso por todo el citoplasma (Figura

19).
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Figura 18. GFP::DPFF-1 se expresa de forma ubicua durante el desarrollo de C.
elegans. Animales transgénicos xmSi09 crecidos a 24°C fueron montados y observados
bajo el microscopio de epifluorescencia. El patrén de expresion del transgen fue analizado
en los estadios de desarrollo indicados en cada figura. (a-f) Embriones, (g) estadio larval
L1, (h) estadio larval L4 y (i) hermafrodita adulto. Las imégenes (g-i) fueron capturadas
como un montaje con limites sobrepuestos y procesadas usando Mosaicl. a: anterior. p:

posterior.
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Figura 19. El transgen DPFF-1::GFP se expresa en células somaticas y germinales
durante la fase adulta de C. elegans. Animales transgénicos xmSi25 crecidos a 24°C
fueron montados y observados bajo el microscopio de epifluorescencia. El patron de
expresion del transgen DPFF-1::GFP fue analizado en animales adultos. (e) Expresion del
transgen DPFF-1::GFP en células no identificadas en la region de la cola (cabezas de
flecha). (f) Expresion del transgen DPFF-1::GFP en embriones y células del intestino
(asterisco). (g) Expresion del transgen DPFF-1::GFP en ceélulas germinales y ovocitos
(flecha). (h) Expresion del transgen DPFF-1::GFP en células no identificadas en la region
de la cabeza (cabezas de flecha).

Para corroborar la localizacién nuclear y expresion en la gonada del transgen
GFP::DPFF-1, disecamos y tefiimos con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) la gonada de
animales xmSi09 hermafroditas y animales xmSi09 machos. Como se esperaba, la sefal
fluorescente GFP::DPFF-1y DAPI se sobrelap6 en las células somaticas y germinales de la
gonada de animales hermafroditas (Figura 20 a-c) y animales machos (Figura 20 d-f). En
estos experimentos también observamos que la sefial fluorescente GFP::DPFF-1 presenta
un patron nuclear y ligeramente difuso por todo el citoplasma en las células germinales y en
las células somaticas que conforman la gbnada de animales hermafroditas (Figura 20 a-c)

y animales machos (Figura 20 d-f). Estas observaciones demuestran que GFP::DPFF-1 se
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expresa de manera ubicua durante todo el desarrollo embrionario y post-embrionario
principalmente en un patrén nuclear y ligeramente difuso por todo el citoplasma de células

somaticas y germinales.

Figura 20. GFP::DPFF-1 se localiza principalmente en los nuacleos de células
somaticas y germinales en la génada de C. elegans. (a-c) Las gbnadas disecadas de
animales xmSi09 hermafroditas y (d-f) animales xmSi09 machos fueron fijadas bajo

condiciones especiales para preservar la sefial de la GFP y tefiidas con DAPI para visualizar
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ADN. Las imagenes fueron capturadas como un montaje con limites sobrepuestos y
procesadas usando MosaiclJ. Las flechas apuntan hacia el nicleo de las células de la vaina.
Las flechas vacias apuntan hacia las células que conforman la espermateca. Se muestran los

acercamientos de las regiones distales (d*) y proximales (p*) de cada génada.

Para validar la sefial fluorescente de animales trasgénicos GFP::DPFF-1,
silenciamos el gen dpff-1 en animales xmSi09 usando el método de RNAI por alimentacion.
En los ensayos de RNAI se usé el plasmido vacio (PV) pPD129.36 como control negativo,
segun lo recomendado anteriormente por Conte and Mello (2003). Animales xmSi09 fueron
crecidos por una generacién bajo condiciones control (PV, plasmido vacio) o bajo
condiciones dpff-1(RNAI) a 24°C. Animales adultos xmSi09; (PV) y animales xmSi09;
dpff-1(RNAIi) fueron montados en un portaobjetos y observados bajo el microscopio de
epifluorescencia. La sefial fluorescente GFP::DPFF-1 disminuy6 en animales xmSi09; dpff-
1(RNAI) (Figura 21 m-p) en comparacién con la sefial fluorescente de animales xmSi09;
(PV) control (Figura 21 e-h). Sin embargo, todos los animales xmSi09; dpff-1(RNAI)
preservaron algo de sefial fluorescente en algunas células no identificados de la cabeza, la
cola y a lo largo del cuerpo (Figura 21 m y p). Creemos que algunas de las células no
identificadas con sefial fluorescente después del tratamiento por RNAIi podrian ser
neuronas, ya que la mayoria de las neuronas son resistentes al RNAI por alimentacién en C.
elegans (Kamath et al. 2001; Asikainen et al. 2005). Estas observaciones demuestran que la

sefial fluorescente GFP::DPFF observada en animales xmSi09 es especifica.
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Figura 21. La sefial GFP::DPFF-1 disminuye en animales dpff-1(RNAIi). Animales
transgénicos xmSi09 fueron crecidos a 24°C en condiciones control (PV, plasmido vacio) o
bajo condiciones dpff-1(RNAI). (a-h) Animales adultos xmSi09; PV (control) y (i-p)
animales adultos xmSi09; dpff-1(RNAI) fueron montados y observados bajo el microscopio
de epifluorescencia. Las imagenes en Nomarski se muestran en los paneles a-d y i-l. Las
imagenes en fluorescencia se muestran en los paneles e-h 'y m-p. (e y m) Expresion del
transgen GFP::DPFF-1 en células no identificadas en la region de la cola (cabezas de
flecha). (f y n) Expresion del transgen GFP::DPFF-1 en embriones y células del intestino
(asterisco). (g y 0) Expresion del transgen GFP::DPFF-1 en células germinales (flechas
abiertas) y ovocitos (flechas). (h y p) Expresion del transgen GFP::DPFF-1 en células no
identificadas en la cabeza (cabezas de flechas).
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6.3. La expresion de dpff-1 es menor durante el ayuno

Originalmente, mediante un microarreglo se encontrd que la expresion de dpff-1
disminuye en animales adultos después de someterlos a un ayuno de 6 h (Silva-Garcia
2013). Para corroborar que la expresion de dpff-1 es menor en animales adultos después de
someterlos a un ayuno de 6 h realizamos un andlisis por gqRT-PCR (real-time reverse
transcription-PCR). En este experimento se utilizé el ARN total de gonadas disecadas de
animales adultos silvestres alimentados o animales silvestres sometidos a 6 h de ayuno.
Observamos que los niveles de ARNm de dpff-1 disminuye 10.48 veces durante el ayuno
(Figura 22). Anteriormente, se observo que el ayuno afecta la expresion del ARN
mensajero de ced-9 (Lascarez-Lagunas et al. 2014) por lo que se utiliz6 como control
positivo. Efectivamente, observamos que los niveles de ARN mensajero de ced-9
disminuyen durante el ayuno. Nuestros datos muestran que la expresién de dpff-1 baja en la

gonada de C. elegans después de un ayuno de 6 h.

Figura 22. Los niveles de expresion del gen dpff-1 disminuyen en condiciones de
ayuno. Andlisis de los genes indicados mediante gRT-PCR. EI ARN mensajero total se
obtuvo de gonadas disecadas de animales silvestres crecidos a 24°C en condiciones control
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o sometidos a 6 h de ayuno. La gréafica muestra el promedio de la abundancia relativa de
ARN mensajero provenientes de tres experimentos independientes. Las barras de error
muestran SEM (Standard error of the mean). Todos los andlisis estadisticos fueron
realizados mediante una prueba t tipo Mann-Whitney (*** P<0.001). Los oligonucle6tidos
que se utilizaron para amplificar a dpff-1 y ced-9 estan enlistados en la tabla 2.

6.4. Obtencion y andlisis de los alelos mutantes en dpff-1

Para estudiar el fenotipo de animales dpff-1 mutantes, usamos los alelos xm17 y
tm4287 (Figura 23). El alelo dpff-1(xm17) (RN042) fue generado en el laboratorio
mediante el sistema CRISPR-Cas-9 (Friedland et al. 2013). El alelo xm17 tiene eliminadas
e insertadas 5 y 4 pares de bases, respectivamente, entre los nucledétidos 46 a 56 despueés del
coddn de inicio del gen dpff-1 (Figura 23c). Estas modificaciones generan una mutacion
sin sentido y dan origen a la sintesis de una proteina truncada de 23 aminoacidos (Figura
23b). El alelo tm4287 se obtuvo del proyecto ““National BioResource Project, Tokyo,
Japan™". Este alelo tiene eliminadas en total 318 pares de bases, las cuales se describen a
continuacion; 16 de 83 pares de bases del exdn uno, todo el primer intron y 176 de 254
pares de bases del exdn dos, sin embargo, conserva el marco abierto de lectura (Figura
23d). La escision de bases en el alelo tm4287 dan origen a la sintesis de una proteina mas
corta que carece de los aminoacidos 22 a 85 (Figura 23b) pero conserva el resto de la
proteina intacta. No observamos problemas en tamafio, crecimiento y motilidad en los

animales dpff-1(xm17) y dpff-1(tm4287).
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Figura 23. Esquema de los alelos xm17 y tm4287. (a) Representacién esquematica del
gen dpff-1 y sus alelos mutantes. (b) Representacion esquematica de las proteinas DPFF-1
silvestres y mutantes. SLN: Secuencia de localizacion Nuclear. (¢) Mutacién del gen dpff-1
mediante el sistema CRISPR-Cas-9. Representacidon esquematica de la insercion y pérdida
de nucledtidos en el alelo xm17. ElI nimero de bases insertadas (+) o perdidas (—) estan
indicadas entre paréntesis. Las bases eliminadas son representadas como guiones negros.
Los numeros a la izquierda de la secuencia indican el total de bases ganadas o perdidas en

el alelo xm17. Analisis de la secuencia del alelo tm4287. (d) Representacion esquematica
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de las bases eliminadas en el alelo tm4287. Las bases eliminadas son representadas como

guiones negros.

6.5. Los animales dpff-1 tienen problemas de fertilidad

Para estudiar el efecto de dpff-1 sobre la fertilidad y letalidad embrionaria de C.
elegans, realizamos un conteo de progenie. Ya que varios procesos en la linea germinal de
C. elegans han sido descritos como dependientes de la temperatura (Schierenberg et al.
1980; Denich et al. 1984), los experimentos de conteo de progenie fueron estudiados a
20°C, 24°C, o con cambios de temperatura durante su desarrollo. Independientemente de
las condiciones de crecimiento, los animales dpff-1 mutantes tuvieron en promedio menos
hijos que los animales silvestres (Tabla 5). A su vez, observamos que los valores de
letalidad embrionaria de animales dpff-1 mutantes son ligeramente altos en todas las
condiciones de crecimiento, sin embargo, al compararlas con los valores de letalidad
embrionaria de animales silvestres estas diferencias no son estadisticamente significativas
(Tabla 5). Estos datos sugieren que dpff-1 se requiere para una Optima fertilidad en C.

elegans pero no se requieren para sobrevivir la embriogénesis.
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Tabla5s

Los animales mutantes dpff-1 tienen menos hijos que los animales silvestres

Los animales hermafroditas en los genotipos indicados fueron individualmente
seleccionados en el estadio larval L4 y transferidos a cajas Petri con comida cada 24 h por 3
0 4 dias. En el caso de los experimentos realizados con cambios de temperatura durante el
desarrollo, los animales fueron crecidos inicialmente a 20°C, seleccionados en el estadio
larval L4 y transferidos a 24°C. Para determinar el nimero de progenie, en cada caja Petri
se cuantificd el numero de embriones muertos y descendencia viva cada 24 h. Los
embriones que no eclosionaron 24 h después de ser depositados al medio fueron
considerados muertos. Los porcentajes de cada categoria se muestran con SEM (Standard
error of the mean). EI nimero de animales analizados se muestra entre paréntesis. Todos los
andlisis estadisticos fueron realizados mediante una prueba "'t tipo Mann-Whitney (***
P<0.001).

Debido a que no hubo diferencias estadisticas entre el nimero de hijos de animales
dpff-1 mutantes crecidos a diferentes temperaturas, decidimos utilizar UGnicamente
temperaturas de crecimiento de 24°C o con cambios de temperatura durante su desarrollo

para los préximos experimentos.

6.6. Los animales dpff-1 mutantes tienen problemas durante la meiosis
Para estudiar los efectos de la mutacion en dpff-1 sobre la proliferaciéon de células

germinales y la progresion de la meiosis, se realizd una tincion con DAPI en go6nadas
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disecadas. Los animales silvestres y animales dpff-1 mutantes se crecieron a 24°C o con
cambios de temperatura durante su desarrollo. Observamos que los animales dpff-1
mutantes presentaban brazos de gonada distal extendida debido a que tienen un mayor
nimero de células germinales en paquiteno (Tabla 6). El fenotipo de gdnada distal
extendida se observé en una baja frecuencia cuando los animales se crecen con cambios de
temperatura durante su desarrollo (< 5%). Sin embargo, el fenotipo de génada distal
extendida resulté méas evidente en animales crecidos a 24°C, debido a que su penetrancia
aument6é a un 19% en animales dpff-1 (tm4287) (N = 37) y un 11% en animales dpff-

1(xm17) (Tabla 6).

S7



Tabla 6
Animales mutantes dpff-1 presentan brazos de génada extendidos y defectos en

la proliferacién proximal

Gonadas disecadas de animales hermafroditas en los genotipos indicados fueron fijadas y
teflidas con DAPI. Cada zona de la gonada de C. elegans fue cuantificada y delimitada con
base en la morfologia nuclear. Los animales en los genotipos indicados fueron crecidos a
24°C o bajo cambios de temperatura durante su desarrollo. EI promedio de ndcleos por
zona se muestra con SEM (Standard error of the mean). Todos los analisis estadisticos
fueron realizados mediante una prueba t tipo Mann-Whitney (*** P<0.001). NO= no
observado. Datos obtenidos en colaboracion con la M. en C. Laura Silvia Salinas

Velazquez.
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También, observamos ovocitos ectdpicos en proceso de maduracién en el brazo de
la gbnada distal de animales dpff-1(tm4287) y (xm17) crecidos a 24°C [8% (N = 37) y 5%
(N = 44), respectivamente] (Tabla 6). Sin embargo, el fenotipo de ovocitos ectdpicos no se
observo en animales dpff-1 mutantes cuando se crecen bajo cambios de temperatura durante
su desarrollo (Tabla 6). Estos datos muestran que los alelos tm4287 y xm17 se comportan
de manera similar a diferentes temperaturas y que las frecuencias de fenotipos observados
en ambos fondos mutantes son dependientes de la temperatura. Debido a que cuando se
crecen los animales dpff-1 mutantes a 24°C se observan mas fenotipos y su penetrancia es
mas alta continuamos el estudio a esta temperatura.

A pesar de que no observamos defectos durante la mitosis en la gbnada de animales
dpff-1 mutantes tefiidos con DAPI, decidimos confirmar estas observaciones con una
inmunolocalizacién de la histona H3 fosforilada (H3P) (Kadyk and Kimble 1998). Los
animales dpff-1(xm17) adultos de dos dias crecidos a 24°C tienen en promedio 4.2 nicleos
con sefial positiva para H3P (N=34), mientras que los animales silvestres tienen en
promedio 4.6 nucleos con sefial positiva para H3P (N=34) (Tabla 7). Dado que no
observamos diferencias significativas en el nimero de nlcleos que se encuentran activos en
la zona de proliferacion de animales dpff-1 mutantes y animales silvestres, concluimos que
no hay defectos en mitosis y que el fenotipo de gonada distal extendida observada en

algunos animales dpff-1 mutantes no es el resultado de defectos en proliferacion.
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Tabla7
Los animales mutantes dpff-1 no presentan defectos en proliferaciéon

No. células positivas para la H3P
promedio * SD (N)

Genotipo 24 h 48 h 72 h
N2 2.5%+1.1(20) 4.6 +1.8 (34) 2.8+1.4(22)
dpff-1(xm17) 2.7 £1.4 (20) 4.2+1.2 (34) 3.1+ 1.5(19)

Gonadas disecadas de animales hermafroditas en los genotipos indicados fueron fijadas y
tefiidas con DAPI y el anticuerpo en contra de la histona H3 fosforilada (H3P). El promedio
de nacleos positivos para la histona H3 fosforilada se cuantificé a las 24, 48 y 72 h post
estadio L4. Los animales fueron crecidos a 24°C. Todos los andlisis estadisticos fueron
realizados mediante una prueba t tipo Mann-Whitney (*** P<0.001). SD= desviacion
standard. N= numero de gonadas. Datos obtenidos en colaboracion con la M. en C. Laura

Silvia Salinas Velazquez.

Cuando observamos la morfologia nuclear de animales dpff-1(xm17) de dos dias de
adulto con una tincion DAPI y observamos que los animales mutantes presentaban en
promedio mas ndcleos condensados en la génada distal (4.4, N=79) en comparacion a los
nacleos observados en animales silvestres (2.1, N=81) (Figura 24 a y b). También
observamos en un 66% de gonadas de animales dpff-1(xm17) (N=64) nucleos en transicion
éctdpicos a lo largo de la zona de paquiteno (Figura 24 c, inset), mientras que los ndcleos
en transicion de animales silvestres se encuentran Unicamente adyacentes a las células
mitéticas (Figura 24a). Como se habia mencionado anteriormente, la penetrancia de los
fenotipos de gbénada distal extendida y la presencia de ovocitos en la parte distal fue mayor
en animales dpff-1 mutantes de dos dias. Por lo que algunos experimentos mostrados a

continuacion se realizaron en animales dpff-1(xm17) adultos de dos dias crecidos a 24°C.
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Para confirmar si algunas células germinales se diferencian a ovocitos en la gonada
distal de animales dpff-1 mutantes, se realiz6 una inmunotincion en la gonada de animales
adultos de dos dias crecidos a 24°C en contra del receptor de vitelo RME-2, el cual sirve
como marcador de ovocitos (Grant and Hirsh 1999) y DAPI. Observamos que todas las
gonadas de animales silvestres dan una sefial fluorescente al receptor RME-2 Unicamente
en la parte proximal de la gbnada, en dénde los ovocitos salen de paquiteno de la profase |
meiltica y progresan a dipléteno y diacinesis (Figura 24d). El 67.6% de las gonadas de
animales dpff-1(xm17) mostraron una sefial positiva al receptor RME-2 Unicamente en la
parte proximal de la génada (Figura 24e), mientras que el resto (32.4%) mostré una sefial

positiva al receptor RME-2 en la parte proximal y distal de gonada (Figura 24f).
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Figura 24. Animales dpff-1 mutantes presentan defectos meioticos. Las gonadas
disecadas de animales hermafroditas crecidos a 24°C de dos dias y de los genotipos
indicados fueron fijadas y teflidas con DAPI (gris; a-f) y el anticuerpo que reconoce al
receptor de vitelo RME-2 (rojo; d, e y f). El porcentaje de animales que presentan el
fenotipo mostrado estd indicado dentro de cada panel. En el panel ¢ se muestra un
acercamiento y foco a la regién distal de animales dpff-1 (xm17) en la que se observan

nacleos en media luna ectdpicos. Los animales se crecieron a 24°C. Las flechas completas
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apuntan hacia nucleos condensados. Las cabezas de flecha apuntan a nucleos con forma de
media luna. Las puntas de flecha vacias apuntan hacia las células germinales con sefial
RME-2 positivas. El asterisco indica células germinales con sefial RME-2 positivas
ectopicas. d: distal. p: proximal. Datos obtenidos en colaboracion con la M. en C. Laura
Silvia Salinas Velazquez.

6.7. Los animales dpff-1 mutantes muestran una sobreexpresion de la MAP cinasa
ERK fosforilada
Debido a que los animales dpff-1 mutantes tienen defectos en la meiosis, realizamos
una inmunotincion en contra de la proteina MPK-1 fosforilada (P-MPK-1) en go6nadas
disectadas de animales adultos de dos dias dpff-1(xm17) crecidos a 24°C. Observamos que
la activacién de la sefial de P-MPK-1 en zona 1 y zona 2 se dio en todos los animales
silvestres (Figura 25b) y Unicamente en un 34.9% de animales dpff-1(xm17). Por otro lado,
observamos que en un 65.1% de animales dpff-1(xm17) la sefial de P-MPK-1 aparenta ser
mas fuerte o la sefial nunca se apaga, ya que la sefial se mantiene activa desde la zona de
paquiteno hasta la zona de ovocitos (Figura 25d). Para confirmar que la sefial de MPK-1
era més fuerte en animales dpff-1(xm17), realizamos un Western blot con un anticuerpo que
reconoce la forma activa de la proteina (P-MPK-1). En este experimento observamos que la
expresion de MPK-1 en su forma activa (P-MPK-1) es méas abundante en animales dpff-
1(xm17) que en animales silvestres (Figura 25e). Estos resultados muestran que los
animales mutantes en dpff-1 tienen una sobreexpresion en la forma fosforilada de MPK-1y

esto podria ser la causa o consecuencia de los defectos en la meiosis.
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Figura 25. La sefial de P-MPK-1 se expresa con mayor intensidad en animales dpff-1
mutantes. Las gonadas disecadas de animales hermafroditas de dos dias en los genotipos
indicados fueron fijadas y tefiidas con DAPI (gris; a 'y c) y el anticuerpo que reconoce a la
MPK-1 fosforilada (P-MPK-1) (rojo; b y d). El porcentaje de animales que presentan el
fenotipo mostrado esta indicado dentro de cada panel. d=distal and p=proximal. (e)
Western blot contra la proteina p-MPK-1 de extractos de animales silvestres y animales
dpff-1(xm-17). Como control de carga se utilizé el anticuerpo monoclonal a-tubulina. Datos
obtenidos en colaboracién con la M. en C. Laura Silvia Salinas Velazquez.

6.8. Los defectos en meiosis en la gonada de animales dpff-1 mutantes provocan
gue se active la apoptosis de las células germinales via p53

Como se menciond anteriormente, cuando realizamos tinciones con DAPI en la

gonada de animales dpff-1 mutantes, observamos nicleos condensados en la génada distal

que no fueron positivos a la sefial de la histona H3 fosforilada (Figura 24b). Dado que los

nucleos condensados son una caracteristica comdn de células que entran en apoptosis,

decidimos probar si la mutacion en dpff-1 podria desencadenar este tipo de muerte celular.
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Para probar nuestra hipdtesis, cruzamos animales dpff-1(xm17) con animales transgénicos
MD701 bcls39 [Plim-7::ced-1::gfp; lin-15(+)]. La cepa MD701 es cominmente empleada
como marcador de apoptosis (Schumacher et al. 2005). Los animales ced-1::gfp;dpff-
1(xm17) y ced-1::gfp (control) fueron crecidos a 24°C, montados en un portaobjetos y
observados bajo el microscopio de epifluorescencia para cuantificar el nimero de cuerpos
apoptoticos por brazo de gonada a las 24, 48 y 72 h post-estadio larval L4. Observamos que
los cuerpos apoptdticos de la cepa control se aprecian Gnicamente en el asa de la génada a
lo largo de todo su desarrollo (Figura 26a). Por otro lado, en algunos animales dpff-
1(xm17) 48 h post L4, los cuerpos apoptoticos son observados en la region distal y en el
dobles de la gonada (Figura 26b). Adicionalmente, observamos que los animales ced-
1::gfp;dpff-1(xm17) y ced-1::gfp (control) tienen valores similares de cuerpos apoptoticos a
las 24 h post-estadio L4. Sin embargo, a las 48 y 72 h post-estadio L4 los animales ced-
1::gfp;dpff-1(xm17) tienen méas cuerpos apoptoticos que animales ced-1::gfp (Figura 27a).
Para corroborar estas observaciones, silenciamos el gen ced-1 por RNAI para cuantificar
apoptosis por un método alternativo. La proteina CED-1 se requiere para el proceso de
reconocimiento y degradacién de cuerpos apoptoticos (Zhou et al. 2001). En un fondo ced-
1(RNAI), los cuerpos apoptoticos son detectados facilmente por microscopia Nomarski. Por
esta metodologia, confirmamos que el nimero de cuerpos apoptéticos de animales dpff-

1(xm17) es mayor al nimero de cuerpos apoptoticos de animales silvestres.
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Figura 26. Los animales dpff-1 mutantes presentan cuerpos apoptoticos ectopicos. (a 'y
b) Animales hermafroditas de dos dias de los genotipos indicados crecidos a 24°C, se
montaron y observaron bajo el microscopio de epifluorescencia para cuantificar cuerpos
apoptéticos. Las flechas completas apuntan hacia los cuerpos apoptéticos. El porcentaje de
animales que presentan el fenotipo mostrado esta indicado dentro de cada panel. d=distal
and p=proximal. Datos obtenidos en colaboracion con la M. en C. Laura Silvia Salinas

Velazquez.

Se ha reportado que defectos en la meiosis pueden activar la apoptosis de la linea
germinal (Gartner et al. 2000; Alpi et al. 2003; Martin et al. 2005). En C. elegans, la
apoptosis de la linea germinal inducida por defectos en puntos de control meidtico depende
de la activacion de la proteina p53 (CEP-1) (Bailly and Gartner 2013). Para probar si el
aumento de la apoptosis de células germinales en animales dpff-1 mutantes es dependiente
de p53, silenciamos a dpff-1 por medio de RNAIi en un fondo cep-1(gk138);ced-1::gfp. El
silenciamiento de dpff-1 en el fondo ced-1::gfp dio como resultado una mayor apoptosis de
celulas germinales, similar a la observada en la pérdida de funcion de dpff-1 (Figura 27 a-
c). Los valores de cuerpos apoptoticos por brazo de génada de animales cep-1(gk138);ced-

1::gfp y animales ced-1:gfp (PV) fueron similares (Figura 27d). Ademas, observamos que

66



la cinética de apoptosis al silenciar dpff-1 en un fondo cep-1(gk138);ced-1::gfp fue similar
a la cinética de apoptosis de animales control (cep-1 (gk138), ced-1: gfp, (EP)) (Figura
27d), demostrando que el aumento en la apoptosis de las células germinales de animales
dpff-1 mutantes depende de p53 (CEP-1). Nuestros resultados sugieren que el aumento de
la apoptosis de celulas germinales en animales dpff-1 mutantes podria ser el resultado de la

activacion de puntos de chequeo de apoptosis debido a defectos en la meiosis.
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Figura 27. El incremento en la apoptosis de la linea germinal de animales dpff-1
mutantes depende de la proteina p53. Los animales de los genotipos indicados fueron
crecidos a 24°C, montados y observados bajo el microscopio de epifluorescencia para
determinar el nimero de cuerpos apoptoticos. EI promedio de cuerpos apoptéticos por
brazo de gonada se cuantifico a las 24, 48 y 72 h post estadio L4. En los datos se muestra el
error como SEM (Standard error of the mean). Todos los analisis estadisticos fueron
realizados mediante una prueba t tipo Mann-Whitney (*** P<0.001). Datos obtenidos en

colaboracion con la M. en C. Laura Silvia Salinas Veldzquez.

6.9. DPFF-1 se requiere para inducir apoptosis de las células germinales en
diferentes condiciones de estrés
dpf2/requiem/ubi-d4 fue originalmente descrito como un gen que codifica para una
proteina con dedos de zinc requerida para inducir la respuesta apoptética de células
mieloides ante la privacién de IL-3 (Gabig et al. 1994). Diferentes tipos de estrés inducen la
tasa de muertalidad de células germinales en C. elegans (Derry et al. 2001; Salinas et al.
2006; Stergiou et al. 2007), por lo que decidimos estudiar el rol de dpff-1 en la induccién de
la apoptosis de las células germinales bajo diferentes tipos de estrés. Para el estrés por
ayuno, animales ced-1::gfp;dpff-1(tm4287), ced-1::gfp;dpff-1(xm17) y ced-1::gfp control
fueron crecidos a 24°C. Animales adultos de los genotipos indicados fueron alimentados
con bacterias o se les ayuno por 6 h en cajas sin bacteria. Los animales se observaron con el
microscopio de epifluorescencia para cuantificar los cuerpos apoptoticos por brazo de
gonada en cada condicion. Adicionalmente, se comparé el nimero de cuerpos apoptéticos
de animales con el mismo genotipo en condiciones control vs condiciones ayuno. De
acuerdo con resultados anteriores (Salinas et al. 2006), observamos que el nimero de
cuerpos apoptéticos de animales control ced-1::gfp en condiciones de ayuno increment6 1.8

veces (Figura 28). Por otro lado, observamos que el nimero de cuerpos apoptoticos de
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animales dpff-1 mutantes ayunados incremento solo 1.4 veces (Figura 28). Debido a que
existe una diferencia significativa entre los valores de apoptosis del grupo de animales
control ayunados y el grupo de animales dpff-1 ayunados, consideramos que la respuesta de

induccién al ayuno en un fondo dpff-1 mutante es parcial.

Figura 28. DPFF-1 se requiere para inducir apoptosis de las células germinales en
diferentes condiciones de estrés a 24°C. Los animales en los genotipos indicados fueron
crecidos a 24°C. Animales adultos de un dia de los genotipos indicados fueron expuestos a
6 h de ayuno o 3h a 31°C para choque de calor, montados y observados bajo el microscopio
de epifluorescencia para determinar el nimero de cuerpos apoptéticos. En la grafica se
muestra el promedio de cuerpos apoptéticos por brazo de génada cuantificados en
condiciones control o bajo diferentes tipos de estrés. En las barras se muestran el error
como SEM (Standard error of the mean) y el nimero total de gbnadas cuantificadas. Todos
los analisis estadisticos fueron realizados mediante una prueba t tipo Mann-Whitney (***
P<0.001).

A continuacion, evaluamos si dpff-1 participa en inducir la apoptosis de las células
germinales con un choque de calor. Animales ced-1::gfp;dpff-1(tm4287), ced-1::gfp;dpff-

1(xm17) y ced-1::gfp control fueron crecidos a 24°C. Animales adultos de un dia de los
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genotipos indicados se mantuvieron a 24°C o fueron expuestos a un choque de calor
durante 3 h a 31°C y recuperados por 4.5 h a 24°C. Los animales se observaron con el
microscopio de epifluorescencia para cuantificar los cuerpos apoptéticos por brazo de
gonada en cada condicion. Adicionalmente, se comparé el nimero de cuerpos apoptéticos
de animales con el mismo genotipo en condiciones control vs condiciones de choque de
calor. Observamos que el nimero de cuerpos apoptoticos de animales control ced-1::gfp en
condiciones de choque de calor increment6 1.4 veces (Figura 28). Sin embargo, el niUmero
de cuerpos apoptoticos de animales dpff-1 mutantes en condiciones de choque de calor no
aumento. Estos datos sugieren que dpff-1 es importante para inducir la apoptosis durante el

choque de calor.

6.10. dpff-1 se requiere para que animales adultos sobrevivan al estrés

Para determinar si dpff-1 se requiere para la proteccién de embriones y células
germinales ante un choque de calor, realizamos un ensayo en el que se evalua la letalidad
embrionaria como medida indirecta de la calidad de las células germinales (Huelgas-
Morales et al. 2016). En estos ensayos, animales adultos de un dia en los genotipos
indicados fueron crecidos a 24°C y se dividieron en dos grupos: animales control (24°C) y
animales sometidos a un choque de calor de 31°C por 3h. La calidad de células germinales
fue indirectamente evaluada a través de la cuantificacion de la letalidad embrionaria. Para
analizar el efecto del choque de calor sobre las células germinales, la progenie fue dividida
dentro de tres grupos: Grupo I): embriones que fueron fertilizados antes o durante el choque
de calor, (Tiempo 0 al 10 h post choque de calor), grupo Il): embriones que fueron
fertilizados 10 a 22 h post choque de calor, y grupo I11): embriones que fueron fertilizados

22 a 46 h post choque de calor (Figura 29a). La letalidad embrionaria tanto de animales
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silvestres como de animales dpff-1 mutantes del grupo control fue baja en todos los casos
(Figura 29b). En cambio, la letalidad embrionaria en condiciones de choque de calor de
animales silvestres y animales dpff-1 mutantes del grupo | increment6 (Figura 29b). Sin
embargo, la letalidad embrionaria en condiciones de choque de calor de animales silvestres
y animales dpff-1 mutantes del grupo Il y grupo Il disminuy6 (Figura 29b). No hubo
diferencias estadisticas entre la letalidad embrionaria de animales dpff-1 mutantes
comparada con la letalidad embrionaria de animales silvestres en cada condicién. Estos
datos sugieren que dpff-1 no se requiere para la proteccion de células germinales y
embriones ante un choque de calor.

Para determinar si dpff-1 se requiere en animales adultos para sobrevivir al estres
por choque de calor, se realiz6 un ensayo descrito previamente por Paz-Gomez et al.
(2014). Animales adultos silvestres y animales adultos dpff-1 mutantes crecidos a 24°C
fueron sometidos a un choque de calor de 36°C por varias horas. Los animales en los
genotipos indicados fueron analizados cada hora para comprobar su sobrevivencia.
Independientemente de las condiciones de crecimiento, durante las primeras seis horas de
incubacion no hubo diferencias entre en el porcentaje de sobrevivencia de animales dpff-1
mutantes y animales silvestres (Figura 29c). A las 9 h del choque de calor, solo el 78% de
animales silvestres sobrevivid; mientras que, en el mismo punto sélo el 36% de animales
dpff-1 mutantes sobrevivié (Figura 29c). A las 11 h del choque de calor, el 49% de
animales silvestres sobrevivid; mientras que, en el mismo punto sélo 3% de animales dpff-1
mutantes sobrevivio (Figura 29c). Estos datos sugieren que DPFF-1 es importante para

sobrevivir al choque de calor durante la edad adulta de C. elegans.
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Figura 29. dpff-1 se requiere en animales adultos para sobrevivir al estrés. (a)
Representacion esquematica de la clasificacion de embriones para el ensayo de
sobrevivencia al choque de calor. (b) Los animales en los genotipos indicados fueron
crecidos a 24°C, seleccionados en el estadio adulto de un dia y sometidos a un choque de
calor a 31°C por 3 h. Los animales control en los genotipos indicados fueron crecidos a
24°C. Los embriones fueron clasificados dentro tres grupos: embriones que fueron
fertilizados 1) antes o durante el choque de calor, Il) poco después del choque de calor y 111)
tiempo después del choque de calor. La letalidad embrionaria es representada como el
porcentaje de embriones que no eclosionaron después de 24 h de ser depositados en el
medio. Se muestran los datos con dos réplicas independientes en cada condicién con una
n>989. Las barras de error muestran SEM (Standard error of the mean). Todos los analisis
estadisticos fueron realizados mediante una n1w-ANOVA (** p<0.01). Animales adultos
sincronizados del genotipo indicado fueron crecidos a 24°C y sometidos un choque de calor
de 36°C por varias horas. Se muestra el promedio del porcentaje de sobrevivencia de
animales adultos de tres experimentos independientes. Las barras de error muestran SEM
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(Standard error of the mean). Todos los analisis estadisticos fueron realizados mediante una
Two-way ANOVA con una prueba de Bonferroni (** P<0.01, *** P<0.001). (b) Datos
obtenidos en colaboracion con la Dra. Gabriela Huelgas Morales. (c) Datos obtenidos en
colaboracidn con la Dra. Paulette Fernandez Cardenas.

Para evaluar si los animales dpff-1 mutantes eran capaces de activar una respuesta
ante un choque de calor, se uso el transgénico TJ375 (hsp-16.2::gfp(gplsl)). La cepa TJ375
expresa la GFP bajo el promotor inducible por choque de calor hsp-16.2 (Dues et al. 2016).
Animales hsp-16.2::gfp(gplsl) y animales dpff-1(xm17);hsp-16.2::gfp se mantuvieron a
20°C o se sometieron a un choque de calor durante 2 h a 35°C. Al finalizar los tratamientos,
los animales de cada grupo en los genotipos indicados fueron montados y observados bajo
un microscopio de epifluorescencia. Observamos que los valores de fluorescencia relativa
en los animales que no fueron sometidos a ningun tipo de estrés son similares (Figura 30 a,
cy j). Por otro lado, los valores de fluorescencia relativa incrementaron tanto en animales
hsp-16.2::gfp(gplsl) como en animales dpff-1 mutantes al finalizar los tratamientos por
choque de calor (Figura 30 b, d y j). Sin embargo, observamos que bajo condiciones de
estrés, los valores de fluorescencia relativa de animales dpff-1(xm17);hsp-16.2::gfp era
significativamente menores a los valores de fluorescencia relativa de animales hsp-
16.2::gfp (Figura 30j) .

Adicionalmente, evaluamos la respuesta de animales dpff-1 mutantes usando el
trasngénico CF1553 (psod-3::gfp). La cepa CF1553 expresa la GFP bajo el promotor
inducible por choque de calor sod-3 [134]. Se silencié a dpff-1 por RNAI en un fondo psod-
3::gfp y como control se utilizé el plasmido vacio (PV). Los animales psod-3::gfp(PV) y
psod-3::gfp;dpff-1(RNAI) se mantuvieron a 20°C o se sometieron a un choque de calor

durante 8 h a 31°C. Al finalizar los tratamientos, los animales de cada grupo en los
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genotipos indicados fueron montados y observados bajo un microscopio de
epifluorescencia. Observamos que en condiciones control los valores de fluorescencia
relativa de animales psod-3::gfp;dpff-1(RNAI) eran significativa menores a los valores de
fluorescencia relativa de animales psod-3::gfp(EP) (Figura 30 f, h y k). Al finalizar el
choque de calor, observamos que los valores de fluorescencia relativa no incrementaron en
animales psod-3::gfp;dpff-1(RNAI) (Figura 30 i y Kk); mientras en animales psod-
3::gfp(EP) los valores de fluorescencia relativa incrementaron significativamente (Figura
30 g y k). Adicionalmente, observamos que bajo condiciones de estrés, los valores de
fluorescencia relativa de animales psod-3::gfp;dpff-1(RNAI) eran significativamente
menores a los valores de fluorescencia relativa de animales psod-3::gfp(EP) (Figura 30Kk).
Estos resultados en conjunto muestran que DPFF-1 tiene un papel importante para la

activacion de la respuesta al estrés inducida por choque calor en animales adultos.
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Figura 30. Los Animales dpff-1(xm17) no responden al choque térmico. Expresion del
reportero de choque de calor hspl6.2::gfp en animales con los genotipos indicados bajo
condiciones control (sin estrés, a y ¢) o depués de un choque calor de 35°C por 2 h (b y d).
Expresion del reportero de choque de calor dpff-1; hspl16.2::gfp gfp en animales con los
genotipos indicados bajo condiciones control (sin estrés, f y h) o depués de un choque de
calor de 31°C por 8 h (g e i). (j y K) Analisis cuantitativo para comparar lo niveles de
expresion de la GFP en los genotipos indicados. Se muestran los datos de una o dos réplicas
independientes con resultados similares. Todos los analisis estadisticos fueron realizados
mediante una One-way ANOVA *** p<0.001. hsp-16::gfp: (control) n=17, (choque de
calor) n=17; hsp-16::gfp; dpff-1(xm17): (control) n=29, (choque de calor) n=33. sod-3:gfp;
PV: (control) n=27, (choque de calor) n=29; sod-3:gfp;dpff-1(RNAI): (control) n=43,
(choque de calor) n=31. h=cabeza and t=cola. Datos obtenidos en colaboracién con la M.
en C. Laura Silvia Salinas Velazquez y la Dra. Paulette Fernandez Cardenas.
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7. DISCUSION

7.1. DPFF-1 se expresa ubicuamente

En este trabajo mostramos que el transgen GFP::DPFF-1 se expresa de manera
ubicua durante todo el desarrollo embrionario y post-embrionario de C. elegans,
principalmente en un patron nuclear y ligeramente difuso en el citoplasma de células
somaticas y germinales (Figura 18, 19 y 20). En contraste, durante el desarrollo
embrionario y post-embrionario de raton, DPF1/neuro-d4 y DPF3/cer-d4 se expresan
unicamente en el sistema nervioso central y el sistema nervioso periférico, mientras que
DPF2/requiem/ubi-d4 se expresa por igual en todos los tejidos y érganos (Buchman et al.
1992; Gabig et al. 1994; Gabig et al. 1998; Mertsalov et al. 2000; Kulikova et al. 2013).
Ademas, Lange et al. (2008) mostrd que dpf3 se expresa en el corazén y los somitos de
raton, pollo y pez cebra. Durante el desarrollo embrionario y post-embrionario de D.
melanogaster, dd4 se expresa en el sistema nervioso y sistema reproductivo (Nabirochkina
et al. 2002). En Xenopus levis, xReq se detect6 en extractos de ovario (Konishi et al. 1999).
Los dominios conservados en la secuencia de aminoacidos y el patron de expresion
conservado en diferentes organismos sugieren que los factores de transcripcion de la
familia d4 podrian tener funciones evolutivamente conservadas.

Gabig et al. (1998) mostrd que DPF2/REQ se encuentra en las fracciones nucleares
y citoplasmaticas de células de leucemia humanas K562 y sugiere que DPF2/REQ podria
ser secuestrado en el citoplasma en un estado inactivo o que su localizacion sub-celular
dual podria tener una funcion bioldgica distinta en cada compartimiento celular. En

concordancia con estos datos, mostramos que DPFF-1 se observa en los ndcleos y
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ligeramente difusa en el citoplasma de células somaticas y germinales durante todo el

desarrollo de C. elegans (Figura 20).

7.2. DPFF-1 protege a los animales adultos del estrés

Hasta el momento, no habia evidencia que mostrara la participacion de los
miembros de la familia d4 en la proteccion contra el estrés. Encontramos que DPFF-1 es
importante para sobrevivir al choque de calor durante la edad adulta de C. elegans (Figura
29¢) ya que se requiere para activar algunos genes de respuesta a choque de calor (Figura
30). A pesar de que DPFF-1 tiene un papel importante en el desarrollo de ovocitos (Figura
24, Tabla 6), este no se requiere para la proteccion de embriones y células germinales ante
el choque de calor a 31°C (Figura 29b). En C. elegans, el complejo remodelador de la
cromatina SWI/SNF se requiere para promover longevidad y resistencia al estrés (Riedel et
al. 2013). El complejo SWI/SNF estd compuesto por subunidades accesorias comunes y
subunidades especificas (Figura 31) (Large and Mathies 2014; Mathies et al. 2015). Dos
grandes subfamilias del complejo SWI/SNF, denominadas BAF (Brg/Brm-associated
factors) y PBAF (Polybromo-BAF), se distinguen entre si por la composicion Unica de
subunidades accesorias. Las subunidades accesorias BAF/BAP y PBAF/PBAP tienen
funciones distintas y compartidas en la regulacion transcripcional de genes durante el
desarrollo de mamiferos y el desarrollo de D. melanogaster (Lemon et al. 2001; Wang et al.
2004; Yan et al. 2005; Moshkin et al. 2007; Gao et al. 2008; Huang et al. 2008; Yan et al.
2008). Mediante experimentos in vitro de immunoprecipitacion se demostré6 una
interaccion entre la localizacion nuclear de la proteina DPF2/REQ con varias subunidades
del complejo Brm-type SWI/SNF y la proteina p52 NF-xB (Tando et al. 2010). Ademas,

experimentos de immunoprecipitacion montados en células Hek293 (Human Embrionic
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Kidney) demostraron que las proteinas DPF1, 2 y 3 interaccionan de manera especifica con
las subunidades de clase BAF (Brg/Brm-associated factors) del complejo SWI/SNF en
(Middeljans et al. 2012). También se encontré que DPF3/CER-D4 interacciona con
histonas cuyos residuos de lisina han sido acetilados o metilados (Lange et al. 2008).
Adicionalmente, Lessard et al. (2007) mostr6 que el intercambio entre la subunidad PHF10
a la subunidad DPF1/DPF3 en los complejos SWI/SNF juegan un papel fundamental en el
desarrollo neuronal. Alun no esta claro el mecanismo por el cual DPFF-1 protege a los
animales de un choque de calor. Es posible que la proteina DPFF-1 de C. elegans tenga un
rol en la regulacion transcripcional de genes mediante su unién directa al DNA y/o
mediante su unién a proteinas del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF. Seria
interesante probar si DPFF-1 interactia con remodeladores de la cromatina bajo

condiciones de estrés.
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Figura 31. Representacion esquematica del complejo remodelador de la cromatina
SWI/SNF de C. elegans (modificado de (Mathies et al. 2015)). Por analogia con los
complejos de mamiferos, estas subunidades se pueden combinar para formar complejos
distintos (indicadas por flechas). Las subunidades compartidas por todos los complejos
SWI/SNF incluyen el ndcleo catalitico (gris oscuro) y las subunidades accesorias comunes
(gris claro). Los complejos especificos BAF (Brg/Brm-associated factors; verde) y PBAF

(Polybromo-BAF; azul) se asocian al nucleo catalitico y las subunidades accesorias.

7.3. Animales dpff-1 mutantes tienen defectos en la fertilidad y en la morfologia de

la gbnada
Mertsalov et al. (2008) mostré que ratones mutantes homocigotos para los genes
DPF1/neuro-d4 y DPF3/cer-d4 no tienen defectos somaticos o reproductivos y propuso que
otros genes 0 mecanismos podrian compensar la inactivacion genética de DPF1/neuro-d4 y
DPF3/cer-d4. Por otro lado, el silenciamiento genético mediado por morfolinos de dpf3 en
pez cebra conduce a la incompleta torsion del tubo cardiaco y una severa reduccion en la

contractilidad ventricular (Lange et al. 2008). En concordancia con los datos previamente
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reportados, observamos que animales dpff-1 mutantes no presentan defectos somaéticos
evidentes a lo largo de su desarrollo. Sin embargo, mostramos que la fertilidad de animales
dpff-1 mutantes se reduce de manera significativa independientemente de las condiciones
de crecimiento (Tabla 5). Los problemas de fertilidad en animales dpff-1 mutantes podrian
ser atribuidos a los defectos meioticos observados en las tinciones con DAPI. Entre los
defectos meidticos observados estan: 1) ndcleos en transicién ectépicos, 2) zona de
paquiteno extendida, 3) ovocitos que parece estar madurando en la génada distal y 4) un
mayor nimero de nucleos condensados en la zona de mitosis (Tabla 6y Figura24 b, c, ey
f). Aunado a ello, observamos que la penetrancia de los defectos meidticos en animales
dpff-1 mutantes es dependiente a temperatura (Tabla 6) y a su vez estos defectos aumentan
conforme los animales envejecen.

En este trabajo mostramos que la sefial de P-MPK-1 en animales dpff-1 mutantes se
mantiene activa desde la zona de paquiteno hasta la zona de ovocitos (Figura 25d).
Ademas, confirmamos que la expresion de la MPK-1 fosforilada es mayor en animales
dpff-1 mutantes (Figura 25e). La sefial de MPK-1 es necesaria para que las células
germinales progresen a través de la profase | meidtica de paquiteno a diploteno y diacinesis
(Church et al. 1995). Sugerimos que la desregulacion de la P-MPK-1 en animales dpff-1
mutantes podria estar causando los defectos meidticos. Actualmente, no sabemos por qué la
expresion y fosforilacion de MPK-1 son méas altos en animales dpff-1 mutantes. Se
requieren estudios adicionales para probar si DPFF-1 regula la expresion de MPK-1 directa

o indirectamente.

En animales silvestres solo las células que estan en paquiteno tardio pueden entrar

en apoptosis debido a la fosforilacién de MPK-1 (Gumienny et al. 1999). Sin embargo,
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observamos que animales dpff-1 mutantes presentan un incremento en los valores de
apoptosis de la linea germinal (Figura 27 a-c), asi como cuerpos apoptoticos ectopicos en
la gbnada distal (Figura 26b). Creemos que las células germinales con defectos meioticos
generadas en un fondo dpff-1 mutante son detectadas en la gonada de estos animales. En C.
elegans distintas vias activan la apoptosis de la linea germinal en respuesta a defectos en
puntos de control de la meiosis (Gartner et al. 2000; Alpi et al. 2003; Martin et al. 2005).
Adicionalmente, observamos que el incremento en los valores de apoptosis de la linea
germinal en animales dpff-1 mutantes se redujo significativamente en un fondo CEP-1
mutante (Figura 27d). La MPK-1 fosforilada activa la expresion de CEP-1 en células que

se encuentran en paquiteno tardio (Rutkowski et al. 2011).

Gabig et al. (1998) mostré que la expresion de DPF2/requiem/ubi-d4 es necesaria
para iniciar la respuesta apoptdtica de células mieloides ante la privacion de IL- 3. Ademas,
Lim et al. (2010b) mostrd que la sobre expresion de DPF2/REQ tiene un efecto negativo
sobre el crecimiento celular e induce un aumento en la actividad de la caspasa-9 en células
CHO, sin embargo estos cambios no era suficientes para activar la apoptosis. Por otro lado,
Lim et al. (2010b) también encontr6 que la sobre expresion de DPF2/REQ sensibiliza a las
células CHO ante la apoptosis inducida por estaurosporina al incrementar la actividad de la
caspasa-9 y sugiere que la proteina DPF2/REQ podria tener un papel en la apoptosis
mediada por mitocondria bajo el tratamiento de estaurosporina. En este trabajo sugerimos
que dpff-1 podria tener una funcion conservada en la apoptosis de células germinales bajo
condiciones de estrés ya que DPFF-1 se requiere para inducir la apoptosis de las células

germinales en respuesta al ayuno y choque de calor (Figura 30).
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8. CONCLUSIONES

El objetivo de este trabajo fue explorar la funcion de dpff-1(C28H8.9) durante el
desarrollo de C. elegans, en la resistencia al estrés y en la apoptosis de la linea germinal.
Encontramos que (1) DPFF-1 es importante para sobrevivir al choque de calor durante la
edad adulta de C. elegans ya que se requiere para activar algunos genes de respuesta a este
tipo de estrés. Sin embargo, (2) DPFF-1 no se requiere para la proteccion de embriones y
células germinales ante un choque de calor. (3) Encontramos que la inactivacién de dpff-1
genera defectos meioticos que afectan la fertilidad y aumentan la apoptosis de las células
germinales. (4) Demostramos que el aumento en la apoptosis de las células germinales de
animales dpff-1 mutantes depende de p53 (CEP-1). (5) Mostramos que la sefial de P-MPK-
1 en animales dpff-1 mutantes se mantiene activa desde la zona de paquiteno hasta la zona
de ovocitos. También, (6) encontramos que DPFF-1 se requiere para inducir la apoptosis de
las células germinales en respuesta al ayuno y choque de calor a altas temperaturas. Por
altimo, (7) confirmamos que la expresion de dpff-1 en la gonada de C. elegans disminuye
en condiciones de ayuno y que (8) el transgen GFP::DPFF-1 se expresa de manera ubicua
durante todo el desarrollo embrionario y post-embrionario de C. elegans, principalmente en
un patron nuclear y ligeramente difuso por todo el citoplasma de células somaticas y

germinales.
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9. PERSPECTIVAS

e Determinar el mecanismo por el cual se presentan defectos mei6ticos en animales
dpff-1 mutantes bajo condiciones normales de crecimeinto.

a. Mediante ensayos de RT-PCR tiempo real y western-blot determinar que
componentes de la via RAS-MPK-1 se encuentran alterados.

e Determinar el mecanismo por el cual DPFF-1 protege a los animales de un choque
de calor.

a. Mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion de proteinas, western-blot
y espectrometria de masas determinar a que complejos proteicos se
asocia DPFF-1 bajo condiciones normales de crecimiento o durante el
estrés por chogue de calor.

b. Mediante ensayos de inmuprecipitacién de cromatina y sequenciaciom
(ChlIP-seq) determinar que genes regula transcripcionalmente DPFF-1
bajo condiciones normales de crecimiento o durante el estrés por choque
de calor.

e Determinar el mecanismo por el cudl se requiere dpff-1 para inducir la apoptosis de
la linea germinal en respuesta al ayuno y choque de calor.

a. Mediante ensayos de RT-PCR tiempo real y western-blot determinar que
componenetes de la maquinaria central de apoptosis 0 genes
involucrados en la activacién de la apoptosis de la linea germinal se
encuentran alterados.

b. Mediante ensayos de inmuprecipitacién de cromatina y sequenciaciom

(ChIP-seq) determinar que genes regula transcripcionalmente DPFF-1
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bajo condiciones normales de crecimiento o durante el estrés por ayuno
y choque de calor.

e Explorar cambios en la expresion de GFP::DPFF-1 en condiciones de estrés.
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11. COLABORACIONES
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Para la colaboracion de este trabajo se acoplé un microscopio invertido a un sistema
de microinyeccion. Posteriormente se sintetizd e inyect6 ARN de doble cadena (0.5-1

ng/ul) en el intestino de animales C. remanei hembra para silenciar el gen vbh-1.
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Para la colaboracion de este trabajo se montd el sistema “~“Mosl-mediated single
copy insertion (MosSCI)"" y se generaron los animales transgénicos RN007 (xmSi05 [Pvbh-
1::gfp::vbh-1::vbh-13’utr; Cbr-unc-119(+)] I1), RNO08 (xmSiO5 [Pvbh-1::gfp::vbh-1::vbh-
13’utr; Cbr-unc-119(+)] 1) y RNO13 (xmSi24 [Ppie-1::gfp::pie-1 3’utr; Cbr-unc-119(+)]
).

Para generar el transgen Pvbh-1::gfp::vbh-1::vbh-13’utr se us6 DNA gendmico
como templado y los oligonucleotidos enlistados en la Tabla 8. Los productos de PCR
fueron purificados a partir de un gel de agarosa con el kit QIAquick Gel Extraction
(QIAGEN). Los fragmentos purificados se clonaron por recombinaciéon en los vectores
donadores pDONRP4-P1R y pDONRP2R-P3. Por ultimo, los insertos clonados en los
vectores pDONR se mezclaron con el plasmido pCM1.53 (GFP) (Addgene plasmid 17250)

y se recombinaron en tandem en el plasmido destino pCFJ150 (Addgene plasmid 19329).

Tabla 8. Lista de oligonucleétidos utilizados para la construccion de transgenes
en C. elegans

NOMBRE SECUENCIA5 a3

GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGCAGCTTTTGTG

attB4_vbh-1_FOW GTGCGTGACC

GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTCATTGTAAGAC

attBir vbh-1 REV | [ATATCAAACGG

GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGCAATGAACACA

attB2_vbh-1_FOW CAATATTATGCGAATCACAACGG

GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGGACTATTTGTC

atB3 wbh1 REv | AGGCCACAAGGGC
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Para generar el transgen Ppie-1::gfp::pie-1 3’utr se mezclaron los plasmidos
pCM1.127 (promotor pie-1) (Addgene plasmid 21384), pCM1.53 (GFP) y pCM5.47 (pie-1
3’utr) (Addgene plasmid 17254). Los tres fragmentos se recombinaron en tandem en el
plasmido destino pCFJ150. Todos los plasmidos se confirmaron por patron de restriccion y
secuenciacion.

Los animales transgénicos Pvbh-1::gfp::vbh-1::vbh-13’utr se generaron al
microinyectar en la gonada de animales adultos de la cepa EG6699 [ttTi5605 II; unc-
119(ed3) I11; oxEx1578] una mezcla que contiene los siguientes plasmidos: pCFJ601 (Peft-
3::Mosl transposase, 10 ng/ul), el marcador de seleccion negativa pMA122 (Phsp-
16.1::peel-1, 10 ng/ul), los plasmidos de coinyeccion pCFJ104 (Pmyo-3::mCherry, 10
ng/ul), pGH8 (Prab-3::mCherry, 10 ng/ul), pCFJ90 (Pmyo-2::mCherry, 2 ng/ul) y el
plasmidos templado pCFJ150 con el trangen Pvbh-1::gfp::vbh-1::vbh-13"utr (10 ng/ul).

Los animales transgénicos Ppie-1::gfp::pie-1 se generaron al microinyectar en la
gonada de animales adultos de la cepa EG6699 [ttTi5605 IlI; unc-119(ed3) I1I; oXxEx1578]
con una mezcla que contiene los siguientes plasmidos: pCFJ601 (50 ng/ul), el marcador de
seleccion negativa pMA122 (10 ng/ul), los plasmidos de coinyeccién pCFJ104 (5 ng/ul),
pGH8 (10 ng/ul), pCFJ90 (2.5 ng/ul) y el pldsmidos templado pCFJ150 con el trangen
Ppie-1::gfp::pie-1 (20 ng/pul).

Los animales inyectados se crecieron a 24°C por varios dias y los animales con
fenotipo unc-119 (+) se sometieron a un choque de calor a 34°C por 2 h. Los animales que
sobrevivieron al choque de calor se movieron a cajas de NGM con bacteria y su progenie se
analizd bajo el microscopio de epifluorescencia. Los animales que expresaban la sefal
fluorescente de la GFP pero no expresaban la sefial fluorescente de la mCherry fueron

seleccionados.
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Para la colaboracién de este trabajo se genero la cepa transgénica RN015 (xmSi01
[Pmex-5::tomm-20::mcherry::tbb-2 3utr; Cb-unc-119 (+)] |Il). Para generar este
transgénico se us6 DNA gendémico como templado y los oligonucleétidos en la Tabla 9.
Las primeras 225 pb del gen tomm-20 fueron amplificadas con los oligonucleétidos
attB1_tomm-20_FOW y tomm20_mcherryLINK rev. La secuencia de la mCherry fue
amplificada del plasmido pGH8 (Addgene plasmid 19359) con los ‘primers’ tomm-
20_mcherryLINK_fow y attB2r_mcherry_REV. Los productos de PCR fueron purificados
a partir de un gel de agarosa y fusionados en una reaccion de PCR stitching con los
oligonuclettidos attB1 tomm-20_FOW vy attB2r_mcherry REV. El fragmento de PCR
fusionado fue purificado a partir de un gel de agarosa y clonado por recombinacion en el

vector donador pDONR221.

Tabla 9. Lista de oligonucleétidos utilizados para la construccion de transgenes

en C. elegans
NOMBRE SECUENCIAS5 a3

attB1_tomm-20 FOW | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAAAAATG
TCGGACACAATTCTTG

tomm20_mcherryLINK | TTCTTCACCCTTTGAGACCATTCCAGCCTGGGCACG

rev
tomm- AGAGACGTGCCCAGGCTGGAATGGTCTCAAAGGGTGA

AGAAG

20_mcherryLINK_fow

attB2r_mcherry_REV | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTTATAC
AATTCATCCATGCCACC

Para generar el transgen Pmex-5::tomm-20::mcherry::tbb-2 se mezclaron los
plasmidos pCFJ183 (promotor mex-5), pPDONR221 (tomm-20::mcherry) y pCm1.36 (tbb-2

3'UTR, Addgene plasmid 19359) (Merritt et al. 2008) . Los tres fragmentos se
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recombinaron en tandem en el plasmido destino pCFJ150. Todos los plasmidos se
confirmaron por patrén de restriccién y secuenciacion.

Los animales transgénicos Pmex-5::tomm-20::mcherry::tbb-2 se generaron al
microinyectar en la gonada de animales adultos de la cepa EG6699 [ttTi5605 II; unc-
119(ed3) I11; oxEx1578] una mezcla que contiene los siguientes plasmidos: pCFJ601 (Peft-
3::Mosl transposase, 10 ng/ul), el marcador de seleccion negativa pMA122 (Phsp-
16.1::peel-1, 10 ng/ul), los plésmidos de coinyeccion pCFJ104 (Pmyo-3::mCherry, 2
ng/ul), pGH8 (Prab-3::mCherry, 10 ng/ul), pCFJ90 (Pmyo-2::mCherry, 2 ng/ul) y el
plasmidos templado pCFJ150 con el trangen Pmex-5::tomm-20::mcherry::tbb-2 3’utr (10
ng/ul).

Los animales inyectados se crecieron a 24°C por varios dias y los animales con
fenotipo unc-119 (+) se sometieron a un choque de calor a 34°C por 2 h. Los animales que
sobrevivieron al choque de calor se movieron a cajas de NGM con bacteria y su progenie se
analizd bajo el microscopio de epifluorescencia. Los animales que expresaban la sefal
fluorescente de la GFP pero no expresaban la sefial fluorescente de la mCherry fueron

seleccionados.
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12.1.

12.ANEXO

Soluciones y medios utilizados

12.1.1. Nematode Growth Medium (NGM)

Reactivo Concentracion final
NacCl 29/l
Bactotriptona 4 g/l
KH,PO4 3/l
K,HPO, 0.5 g/l
Colesterol 8 mg/I
Agar 20 g/l

12.1.2. Amortiguador M9 1X

12.1.3.PBS 1X

Reactivo | Concentracion final
Na;HPO,4 42 mM
KH,PO, 22 mM
NaCl 86 mM
MgSOq4 1mM
Reactivo | Concentracién final
Na;HPO, 10.1 mM
KoHPO, 1.8 mM
NaCl 137 Mm
KCI 2.7 mM

111




12.1.4. Solucidn de fijado para génadas disecadas

Reactivo Concentracién final
PBS 1X
Formaldehido 3.7% (wiv)
HEPES 80 Mm
MgSQO4 1.6 mM
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