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Resumen 

 

En este trabajo se propone: evaluar los ritmos circadianos en el nematodo C. elegans, en 

particular en lo que se refiere a su respuesta a cambios ambientales, evaluar la presencia 

de ritmos en el sistema de regulación del estado redox y  estudiar  el  mecanismo  por  el  

cual  el  reloj  dispersa  los  ritmos  a  todo  el organismo. 
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Objetivos 

 

Objetivos Generales: 

 
- Evaluar los ritmos circadianos en el nematodo C. elegans, en particular en lo que 

se refiere a su respuesta a cambios ambientales. 

 
- Evaluar la presencia de ritmos en el sistema de regulación del estado redox. 

 
- Estudiar  el  mecanismo  por  el  cual  el  reloj  dispersa  los  ritmos  a  todo  el 

organismo. 

 
 
 

Objetivos Particulares: 

 
- Caracterizar la respuesta del nematodo a estrés térmico, osmótico y oxidativo. 

 
- Estudiar la expresión y ritmicidad de genes relacionados con la respuesta a 

estrés. 

- Caracterizar la respuesta de C. elegans frente a ensayos de patogenicidad 

mediada por P. fluorescens. 

- Estudiar si existen diferencias a lo largo del día en la tolerancia de C. elegans 
 

frente a la patogenicidad mediada por P. fluorescens. 
 

- Estudiar cuales son los metabolitos secundarios responsables de la muerte de 
 

C. elegans. 
 

- Estudiar si existen diferencias a lo largo del día en la tolerancia de C. elegans a los 

metabolitos secundarios de P. fluorescens. 

- Estudiar el rol de genes reloj en C. elegans en la respuesta a estrés biótico 

mediante el empleo de líneas mutantes. 

- Estudiar el rol de genes de respuesta a estrés en C. elegans en la respuesta a 

estrés biótico mediante el empleo de líneas mutantes. 

- Estudiar la actividad enzimática de enzimas relacionadas al estado redox. 
 

- Caracterizar la expresión de genes que codifican para enzimas detoxificantes del 

estrés oxidativo. 

- Caracterizar la expresión de genes relacionados al sistema glutatión. 
 

- Caraterizar la expresión de genes relacionados al sistema tiorredoxina. 
 

- Estudiar  el  posible  rol  del  péptido  PDF  (Pigment  Dispersing  Factor)  en  la 

comunicación de los ritmos a todo el organismo. 
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Introducción General 
 
 
 

Vivimos en un mundo que gira sobre su eje, dando una revolución completa cada 24 

horas. Esto causa cambios en el ambiente que nos rodea, siendo quizás el más evidente la 

sucesión de los días y las noches. Estos cambios periódicos en diferentes variables 

ambientales han dejado huella en la evolución de todos los organismos sujetos a ellos, desde 

las cianobacterias a los seres humanos. Es así que la gran mayoría de los organismos sufren 

variaciones en sus parámetros fisiológicos a lo largo del día en forma rítmica. Cuando estos 

ritmos poseen un período cercano a 24 h, estamos ante un ritmo circadiano (del latín circa = 

cerca y diem = día, o sea cercano al día). Los ritmos cuyas frecuencias son mayores, son 

llamados ultradianos (ejemplo: ritmo cardiaco, respiratorio); y, aquellos de menor frecuencia, 

son llamados infradianos (ejemplo: hibernación, ciclo menstrual). Para caracterizar un ritmo 

se pueden definir una serie de parámetros: período (T), amplitud (A0) y fase (β). El período 

se define como el intervalo de tiempo entre dos sucesos idénticos, o sea, la duración de un 

ciclo; la amplitud es la distancia entre el valor medio de la variable y el máximo valor que 

alcanza dicha variable; y la fase nos dice en qué momento del ciclo temporal está situada la 

variable en estudio (Figura I.1) (Golombek 2002; Dunlap, et al. 2004). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura I.1. Parámetros de un ritmo. 

En la figura pueden verse una onda 

sinusoidal y los principales parámetros 

que la describen, según la siguiente 

ecuación: 

 

 
 

 
 

 
 

dónde: 
 

A0 es la amplitud 
 

ω la pulsación en radianes/segundo. 
 

t el tiempo en segundos 
 

β el ángulo de fase inicial en radianes 
 

T el período 
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Ritmos biológicos 

 
Las primeras observaciones reportadas de los ritmos biológicos se remontan a los 

tiempos de Alejandro Magno. Fue en una de sus expediciones que Andróstenes, uno de los 

cronistas que acompañaba a Alejandro en sus campañas, observó que las hojas del 

árbol de tamarindo (Tamarindus indicus) se elevaban hacía el sol durante el día y se retraían 

durante la noche. Estas observaciones fueron luego confirmadas en el siglo XVIII por el 

científico francés Jean-Jacques d'Ortous de Mairan, quien describió el movimiento circadiano 

de las hojas de la planta Mimosa pudica (cuyas hojas se mueven al ser tocadas). De Mairan 

observó que las hojas de esta planta se mantenían extendidas durante el día y se plegaban 

durante la noche, lo cual se podía explicar en función de la utilización de la luz del sol como 

fuente de energía. Pero, además, De Mairan realizó otro experimento: colocó la planta dentro 

de un gabinete donde no llegaba la luz solar y observó que las hojas de la planta se seguían 

moviendo (Figura I.2). Así demostró que los ritmos circadianos son capaces de mantenerse 

aun cuando no existen señales del ambiente (Golombek 2002). 

 

 
 
 

A) B) 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura I.2. Primer experimento científico en Cronobiología. Se atribuye a Jean-Jacques 

d'Ortous de Mairan, quien describió el movimiento circadiano de las hojas de la planta Mimosa 

pudica. A) Ejemplar de Mimosa pudica (fuente de la imagen: http://home.hiroshima- 

u.ac.jp/shoyaku/photo/Thai/020307Mimosa.jpg). B) Experimento de De Mairan. El científico comprobó 

que aún en oscuridad constante, la planta continuaba abriendo y cerrando sus hojas 

rítmicamente. El movimiento era “inherente” a la planta. 

http://home.hiroshima-u.ac.jp/shoyaku/photo/Thai/020307Mimosa.jpg
http://home.hiroshima-u.ac.jp/shoyaku/photo/Thai/020307Mimosa.jpg
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Este  primer  experimento  cronobiológico,  publicado  en  el  año  1729,  sugería  la 

presencia de un reloj endógeno con un período cercano a las 24 horas capaz de mantener  el  

movimiento  rítmico  de  las  hojas  aún  en  ausencia  de  estímulos ambientales. 

Entre otros notorios experimentos se encuentran algunos como los de De Monceau, 

que demostró que los movimientos de las hojas de la planta Mimosa pudica no se debían a 

cambios en la temperatura ambiente, o los de De Candolle, que demostró que el 

movimiento de las hojas bajo condiciones constantes no seguían un período de 24 h, sino de 

22-23 h. Incluso Darwin propuso en su libro “El poder del movimiento en las plantas” (1880) 

que los ritmos observados eran una propiedad inherente a las plantas. Este movimiento fue 

utilizado por un botánico sueco llamado Linneo para confeccionar un reloj floral: Linneo 

observó que ciertas plantas abrían y cerraban sus flores en diferentes momentos del día y 

empleó este conocimiento para construir un “reloj” con el cual podía saberse la hora, entre las 

6 h y las 18 h, de acuerdo a qué flores se encontraban abiertas o cerradas (Golombek 2002) 

(Figura I.3). 

 

 
Figura I.3.  El  reloj  floral  de  Linneo. 

Con este reloj, construido con diferentes 

plantas, se puede saber la hora del día 

de acuerdo a que flores están abiertas o 

cerradas. Fuente: Portada de Plant 

Physiology, Vol. 20 (3), Julio de 1999. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

En el siglo XX, siguieron estudios en abejas realizados por Forel, von Frisch, Beling y 

Renner  (Renner  1960), en los que se demostró que  estos  insectos poseían  una 

“memoria del tiempo” que los ayudaba a ubicar sus fuentes de alimento todos los días a la 

misma hora. Incluso se llegó a entrenar abejas para que buscaran alimento a una cierta hora 

en Alemania, llevarlas a Nueva York y observar si salían a la misma hora. También hubo 

experimentos con palomas, iniciados por Gustav Kramer, que utilizaban la posición del sol 

en el cielo para orientarse en sus vuelos (Schmidt-Koenig, et al. 1991). 

Esta ciencia se formalizó recién a mediados del siglo XX, con los trabajos de los 

padres modernos de la Cronobiología: Colin Pittendrigh, que trabajaba principalmente con  

moscas  y  pequeños  roedores;  y  Jϋrgen  Aschoff,  que  investigaba  diversas especies de 
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aves y mamíferos, incluyendo humanos. 

Entre los estudios en humanos podemos citar el experimento de William Ogle, quien 

midió la temperatura corporal en humanos y determinó su ascenso por la mañana antes 

del despertar y su descenso por la tarde (Golombek 2002). 

Luego, en la década de 1960, Jϋrgen Aschoff y Rϋtger Wever estudiaron ritmos de 

temperatura y actividad-reposo en condiciones de aislamiento y descubrieron que el período 

de estos ritmos era de aproximadamente 25 h (Aschoff 1960, 1967; Aschoff, et al.  1967).  

Hace poco más de una década el grupo  dirigido  por  Charles  Czeisler demostró que el 

período endógeno es en realidad muy cercano a las 24 h (Czeisler y Brown 1999). 

Estos  diversos  estudios  y  los  que  los  siguieron  comprobaron  que  los  ritmos 

circadianos dependen de señales externas y pueden ser entrenados (sincronizados) por 

estímulos como la luz solar (Golombek 2002). Hoy en día se sabe que la mayoría de los 

organismos estudiados poseen un reloj endógeno que les permite anticiparse a la naturaleza 

cíclica del universo. Por ejemplo, los animales capaces de anticipar la llegada de la estación 

fría pueden iniciar la migración con tiempo suficiente para no morir congelados o bien 

programar la reproducción de modo que las crías nazcan en el momento más adecuado. El 

cambio de pelaje de ciertos animales y el movimiento rítmico de las hojas de muchas plantas 

son algunos otros ejemplos que demuestran esta  naturaleza predictiva que permite a los 

individuos  anticiparse  a  los  cambios ambientales. 

 

Organización del sistema circadiano 
 

 

Los  ritmos  biológicos  se  encuentran  en  todos los  niveles  de  organización  de  un 

organismo  y  ocurren  en  todas  las  especies  estudiadas,  sean  procariontes  o 

eucariontes, plantas o animales. Bajo condiciones naturales, y en el caso de ritmos diarios, se 

observa que el período de un organismo es de exactamente 24 h. Sin embargo, en ausencia 

de cambios ambientales (o sea en condiciones constantes, también  denominadas  libre  

curso  o  free  running),  la  mayoría  de  las  variables fisiológicas siguen siendo rítmicas, lo 

cual indica la presencia de un reloj endógeno que las controla. De esta manera, el sistema 

circadiano se podría resumir en los siguientes componentes: un componente exógeno o 

“input” (dador del tiempo, o zeitgeber), un reloj biológico o “core” y los ritmos biológicos o 

“output” (Moore 1983; Moore y Card 1985; Morin y Allen 2006). (Figura I.4). Sin 

embargo, los  diversos componentes interactúan entre sí, pudiendo los ritmos retroalimentar 

la actividad del reloj o los componentes exógenos afectar directamente a los ritmos, pasando 

por alto al reloj. 

Los ciclos ambientales actúan como sincronizadores del reloj circadiano. El 

sincronizador ambiental más poderoso, tanto para los animales como para las plantas, es el 

ciclo de luz:oscuridad (Aschoff, et al. 1975). Sin embargo, bajo determinadas condiciones el 

zeitgeber no sincroniza al reloj sino que afecta directamente la salida del mismo. A ese 
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fenómeno se lo conoce como enmascaramiento (Mrosovsky 1999). 

 

 

 

 

 
 

 

Figura I.4. Componentes principales del sistema circadiano. Este sistema está compuesto 

por tres componentes principales: el core, u oscilador central; un componente exógeno, o 

zeitgeber, que es el que brinda señales ambientales al reloj; y, un componente de salida, que 

son ritmos biológicos. 
 
 
 
 

Para que un ritmo sea considerado circadiano, debe cumplir ciertas propiedades 

fundamentales que fueron  definidas  por  Colin  Pittendrigh  en  1960:  (1)  los  ritmos 

circadianos son endógenos,  (2)  el período endógeno  (τ)  es  diferente en  distintas especies  

y  es  independiente  de  la  temperatura,  es  decir  que  compensa  sus variaciones  (Q10    

≅  1),  y  (3)  los  ritmos  circadianos  se  sincronizan  por  ciclos medioambientales de período 

T (Pittendrigh 1960), siendo el más importante el ciclo de luz: oscuridad. 

 
 

El ambiente rítmico y el estrés 

 
En la naturaleza existen diferentes ritmos de 24 h. Los medioambientes no son estáticos  

en  este  sentido,  sino  que  son  completamente  dinámicos.  Ya  sea  que estemos hablando 

de variables inanimadas (agentes abióticos) o de seres vivos (agentes bióticos), siempre 

encontraremos que existen cambios a lo largo del día. Entre las variables abióticas 

podemos nombrar todas aquellas que están marcadas por la sucesión de los días y las 

noches: el ciclo de luz:oscuridad, ciclos de temperatura, de radiación UV, de humedad, 

ciclos de generación de ROS, ciclos de consumo y generación de oxígeno (Aschoff 1960; 

Pittendrigh 1960; Roenneberg y Merrow 2002; Dunlap, et al. 2004; Eisensamer y Roenneberg 

2004; Hut, et al. 2012). Entre las variables bióticas, podemos nombrar la presencia o ausencia 

de un organismo patógeno, los ritmos de crecimiento de organismos patógenos o incluso los 
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ritmos de virulencia de los mismos (Johnson 2007; Carneiro, et al. 2009; Soriano, et al. 2010). 

Estos cambios afectan a la fisiología de los organismos, causándoles un “estrés”. 

Consideramos estrés a todo estímulo nocivo para un organismo. En este sentido, los 

organismos son  capaces  de  hacer  frente  a diferentes  tipos  de  estrés,  siempre  y 

cuando estos se encuentren dentro de los umbrales fisiológicamente tolerables. Es así que 

los cambios en las variables del medioambiente son capaces de causar estrés en los 

organismos. Como estos niveles de agentes estresantes varían a lo largo del día, los 

organismos que poseen un reloj biológico son capaces de predecir estos cambios y modificar  

sus mecanismos de defensa de manera  acorde.  Junto  con  la  actividad locomotora, la 

tolerancia a estrés suele ser una clásica manera de medir la existencia de   ritmos   

circadianos   en   distintos   organismos   (Engelmann   1988;   Rensing   y Monnerjahn 1996; 

Hardeland, et al. 2003; Krishnan, et al. 2008; Loudon 2012). 

Un caso especial de estrés es el oxidativo. Se presume que hace 2500 millones de años 

ocurrió un gran evento de oxigenación, con la aparición de los primeros organismos 

fotosintéticos y los organismos aeróbicos. Estos organismos causaban ciclos  en  la  

producción  y  consumo  de  oxígeno  y  en  la  generación  de  especies reactivas del 

oxígeno. Esto causó alteraciones en el balance rédox de los organismos y se presume que 

dio origen a un reloj redox ancestral capaz de predecir y proteger a los organismos de dichos 

cambios (Edgar, et al. 2012; Loudon 2012). 

 

Organismos modelo utilizados en cronobiología 

 
 

Se  han  empleado  diferentes  organismos  modelos  para  estudiar  las  ventajas 

adaptativas de poseer un reloj biológico endógeno, capaz de predecir cambios en la 

naturaleza. Estos sistemas nos ayudan a descifrar y entender los mecanismos moleculares 

del reloj circadiano, mediante estudios de biología comparativa. 

La planta dicotiledónea Arabidopsis thaliana es un organismo modelo ampliamente 

utilizado para el estudio de ritmos circadianos. La forma tradicional de estudiar ritmos en 

plantas ha sido a través del movimiento de las hojas, pero prontamente se extendió el  estudio  

a  diferentes comportamientos  como  germinación,  crecimiento,  actividad enzimática,  

movimiento estomatal,  actividad  fotosintética  y  apertura  de  flores.  Sin embargo la 

existencia de técnicas de genética directa y técnicas de biología molecular son las que 

sellaron su rol en el estudio de ritmos biológicos (McClung 2006). 

Las cianobacterias se encuentran entre los organismos que se han convertido en 

modelo para el estudio de los ritmos circadianos en procariotas. Algunas de sus 

características son su pequeño tamaño genómico, la facilidad con la que pueden ser 

manipuladas genéticamente (Golden y Sherman 1984; Elhai y Wolk 1988), y la disponibilidad 

de vectores para estudios genéticos y moleculares (Golden y Sherman 1983). Actualmente 

se sabe que muchas especies poseen un sistema circadiano que controla su metabolismo y 
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ciclo de división celular (Golden, et al. 1997; Wijnen y Young 2006). 

El hongo filamentoso Neurospora crassa es un organismo modelo que ha sido 

extensamente caracterizado cronobiológicamente. Esto se debe tanto a la posibilidad de 

poder registrar fácilmente su comportamiento circadiano, como así también a la existencia de 

técnicas moleculares y genéticas para su estudio (Heintzen y Liu 2007). El método que 

comúnmente es utilizado para poder estudiar el comportamiento circadiano de N. crassa 

consiste en cultivar a los hongos en un tubo de vidrio, que permite visualizar la producción de 

conidios (Loros y Dunlap 2001). 

Otro caballito de batalla, ampliamente utilizado en estudios cronobiológicos, es la 

mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Ashmore y Sehgal 2003). Su genoma totalmente 

secuenciado y la gran capacidad de mapeo de mutaciones, conjuntamente con la 

automatización del registro locomotor y de eclosión, permitieron establecer las pautas  

genéticas  que  determinan  los  ritmos  circadianos  en  D.  melanogaster,  y descubrir más 

tarde que existe una estrecha homología entre invertebrados y mamíferos  en  el  control  de  

este  comportamiento.  Asimismo,  el  hallazgo  de  las neuronas laterales encargadas de 

controlar el ritmo locomotor en las moscas permitió descubrir que esta homología no es tan 

sólo a nivel genético, sino también fisiológico (Panda, et al. 2002). 
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Figura I.5. Algunos de los organismos modelo empleados en estudios 

cronobiológicos. A) La planta dicotiledónea, Arabidopsis thaliana; B) Las 

cianobacterias, Synechococcus elongatus; C) El ratón, Mus musculus; D) La mosca de 

la fruta, Drosophila melanogaster; F) El hongo, Neurospora crassa. 
 
 
 

 
El ratón común (Mus musculus) es uno de los modelos vertebrados más extensamente 

utilizado en el estudio de los ritmos circadianos. Su genoma completamente secuenciado, su 

relativamente corto período de gestación (de 19 a 21 días) y la posibilidad de poder realizar 

genética reversa son algunas de las características que hacen del ratón un organismo modelo 

en cronobiología, así como también en otras áreas de investigación (Ko y Takahashi 2006). 

Si bien no se puede considerar un organismo modelo específico en aves, sí cabe 

mencionar el hecho de que su estudio indica la particularidad de la presencia de 

fotorreceptores extraoculares en la glándula pineal y el cerebro.  De esta manera 

muchas células pueden ser sincronizadas de manera directa por un ciclo de luz: oscuridad. 

Además se sabe que algunas moléculas involucradas en fotorrecepción en mamíferos, 

parecen estar involucradas en la magnetorrecepción en aves (Cassone, et al. 2009). 

Un organismo modelo muy utilizado, inicialmente en el área de las neurociencias, pero 

ahora empleado como modelo de estudios genéticos, envejecimiento, biología molecular y 

genética del desarrollo es el nematodo Caenorhabditis elegans . Su corto período de vida, 

facilidad de cultivo y manteniendo, el mapeo completo de sus conexiones neuronales, su 

genoma totalmente secuenciado, y la disponibilidad de un sinnúmero de líneas mutantes a 

través del Caenorhabditis Genetics Center (CGC), hacen de este nematodo un modelo ideal 

de estudio para interacciones entre genes, comportamiento y circuitos neuronales (Brenner 



 

 

 
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

1974; Riddle, et al. 1997; Ruvkun 1997). En años recientes se ha propuesto a este 

organismo como modelo en cronobiología debido tanto a las características mencionadas 

anteriormente así como también a la automatización del registro de su comportamiento 

locomotor (Simonetta y Golombek 2007). 

El estudio individual y comparativo de todos estos organismos modelo nos permite 

conocer en detalle la anatomía y fisiología de los relojes circadianos, así como también 

descifrar y entender los mecanismos moleculares mediante los cuales operan. 

 
 
 
El reloj de los invertebrados 

 
 

En la mayoría de los animales, el reloj biológico central está localizado en el cerebro. 

Las moscas de la fruta fueron uno de los primeros animales donde se descubrió la ubicación 

específica del reloj circadiano (Helfrich-Forster, et al. 1998). El reloj biológico de los insectos 

está anatómicamente y funcionalmente conectado a órganos fotorreceptivos, que le permiten 

sincronizarse al ciclo luz:oscuridad ambiental; posee diferentes mecanismos de salida que 

controlan funciones endocrinas, metabólicas y de comportamiento y está compuesto por 

poblaciones de neuronas con diferente morfología, fisiología y contenido en 

neurotransmisores (Helfrich-Forster 2004). 

En una gran variedad de insectos (escarabajos, cucarachas, grillos y moscas) el reloj 

circadiano central se localiza en una región específica del cerebro denominada médula 

accesoria (AMe), ubicada en la base del lóbulo óptico (Helfrich-Forster 2004). Diversos 

estudios indican que la AMe por sí sola es capaz de controlar los ritmos comportamentales en 

estos organismos. En insectos, el neuropéptido PDF (del inglés Pigment Dispersing Factor) 

participa en la sincronización de las neuronas individuales del reloj, y es esencial para un 

comportamiento rítmico normal en estos animales (Renn, et al. 1999; Wulbeck, et al. 2008). 

En la mosca de la fruta D. melanogaster la región   del   cerebro   responsable   de   los   

ritmos   circadianos   también   ha   sido caracterizada (Figura I.6). En este organismo la AMe 

está rodeada por un grupo de células denominadas neuronas ventro laterales (NLv) que 

expresan el neuropéptido PDF, pero también recibe axones provenientes de algunas 

neuronas dorsales (ND1 y ND3). El componente principal del reloj biológico de D. 

melanogaster son las NL (NLv y NLd), y el protocerebro dorsal tiene un rol importante en la 

vía de salida del reloj (Helfrich-Forster 2004). El reloj circadiano de D. melanogaster recibe 

la luz de forma directa a través del órgano fotorreceptor extra retinal, vía el tracto H-B 

(Helfrich-Forster 2005). 
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Figura I.6. Localización del reloj circadiano en el cerebro de insectos. El reloj biológico 

central de una gran variedad de insectos se localiza en una región específica del cerebro 

denominada medula accesoria (AMe), ubicada en la base del lóbulo óptico. En la figura se 

observa un esquema del cerebro de Drosophila melanogaster. Las neuronas que expresan 

PDF están marcadas con un punto negro en el soma. DN: Neurona dorsal; LN; Neurona lateral; 

s-vLN:  Neurona  ventrolateral pequeña;  l-vLN:  Neurona  ventrolateral grande.  Adaptado  de 

(Tomchik y Davis 2008) 
 
 
 
 

Existen similitudes anatómicas y funcionales en la estructura jerárquica del oscilador 

central entre las diferentes especies de animales. Estos circuitos neuronales son los 

encargados de coordinar el comportamiento rítmico de la fisiología de los organismos 

multicelulares a través de vías de señalización (salida del reloj). Asimismo, muchos de los 

genes que forman parte de la maquinaria molecular del reloj circadiano de insectos se 

encuentran conservados en la mayoría de los organismos. 

 
 
Buscando el reloj interno, componentes moleculares del reloj 

 
 

El reloj biológico tiene su base molecular en la actividad de factores proteicos que se 

regulan  por  lazos  de  transcripción-traducción  retroalimentados  (Golombek  2002; Leloup y 

Goldbeter 2003; Dunlap, et al. 2004). Los principales genes y proteínas involucrados en el 

reloj han sido identificados en diversos organismos: en mamíferos (Ko y Takahashi 2006), 

insectos, como la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Claridge-Chang, et al. 2001), 

hongos (Loros y Dunlap 2001), plantas (Millar y Kay 1997) y bacterias (Kondo y Ishiura 

2000). Los genes por sí solos no determinan el período  del  reloj,  sino  que  existen  

además  redes  neuronales  acopladas  como sistemas, que darán finalmente el período del 

reloj biológico (Golombek 2002; Dunlap, et al. 2004; Herzog y Taghert 2010; Vasalou, et al. 

2011). 

Estos lazos de transcripción-traducción retroalimentados están regulados por 

moduladores positivos y negativos, que aumentan o reprimen la expresión de su 
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blanco.  La  base  molecular  de  todos  los  relojes  circadianos  estudiados  hasta  el 

momento consiste en una serie de mecanismos de retroalimentación negativa entre 

componentes genéticos específicos (Dunlap 1999). Estos componentes genéticos 

(denominados  “genes  reloj”)  y  sus  productos  proteicos,  generan  un  patrón  de oscilación 

mediante su expresión cíclica. En el sistema básico de oscilación del reloj, un componente 

positivo promueve la síntesis de un componente negativo que, al acumularse, reprime su 

propia síntesis (Figura I.7A). 

Mediante técnicas de mutagénesis dirigida varios componentes del reloj molecular 

fueron descubiertos en diferentes organismos, primero en moscas y hongos (Hall y Rosbash 

1987), y posteriormente en ratones (Takahashi, et al. 1994). El primer gen reloj fue aislado 

en D. melanogaster y se lo denomino Period (Per) (Konopka y Benzer 1971; Bargiello, et al. 

1984; Zehring, et al. 1984). 

En el caso de Drosophila el reloj central está compuesto por los factores positivos 

Clock (CLK) y Cycle (CYC), y los factores negativos Period (PER) y Timeless (TIM). Durante 

el día, un heterodímero de Clock y Cycle activa la transcripción de los genes per y tim. Así, a 

partir de los productos formados, se crean dímeros diversos como PER-PER y PER-TIM, que 

entran al núcleo hacia el anochecer. Estos dímeros interfieren con la acción de CLK-CYC y 

reprimen la síntesis de los genes per y tim. A medida que el tiempo pasa, estos dímeros se 

degradan y el heterodímero CLK-CYC vuelve a actuar, estimulando una vez más la síntesis 

de per y tim para reiniciar el ciclo. 

La proteína DoubleTime (DBT), también regula al reloj marcando a los monómeros de 

PER para su degradación en el citoplasma. Cuando llega el día, el Criptocromo (CRY) es 

activado e induce la degradación de la proteína Timeless del dímero Per-Tim. Entonces, 

DoubleTime se encarga de hacer lo mismo con Per y es así como se logra la degradación 

de los dímeros Per-Tim una vez que han cumplido su función represora (Claridge-Chang, et 

al. 2001) (Figura I.7B). 

 
 
 

 
 

 

Figura I.7. El reloj molecular. A) Esquema simplificado del reloj molecular. B) Esquema 
 

simplificado del reloj molecular de Drosophila melanogaster. 
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Este mismo circuito es capaz de controlar la expresión rítimica de otros genes (ccg, 

clock-controlled genes), en cuyos promotores también se encuentren secuencias activadas 

por el dímero CLK-CYC. 

Si bien existen evidencias de que este oscilador molecular se encuentra conservado a lo 

largo de la historia evolutiva, no se conoce su accionar particular en modelos de interés para 

la neurociencia y la biología molecular, como el caso del nematodo C. elegans. 

 

El modelo de estudio, Caenorhabditis elegans 
 

Caenorhabditis elegans es un nematodo del suelo, ampliamente utilizado en diferentes 

áreas de investigación, tales como neurociencias, genética, biología molecular, desarrollo y 

envejecimiento. Entre sus numerosas ventajas podemos nombrar que no ocupa mucho 

espacio (mide 1mm como adulto), tiene un tiempo de generación corto (alrededor de 4 días a 

20°C), es hermafrodita, pone alrededor de 300 huevos a lo largo de su vida, se alimenta de 

Escherichia coli, su genoma y el de especies muy cercanas han sido completamente 

secuenciados, hay una gran variedad de cepas mutantes disponibles,  es  fácil  realizar  

ensayos  de  ARNi  y  su  diagrama  de  conexiones neuronales ha sido completamente 

caracterizado (Wood 1988; Riddle 1997; Kiontke K 2006) (Figura I.8). Su uso en las 

neurociencias data de la década de 1970, cuando fue propuesto como modelo de estudio por 

el científico Sydney Brenner (Brenner 1974), debido a algunas de las características antes 

nombradas. 

 
 
 

Figura I.8. El organismo modelo 

Caenorhabditis elegans. A) Imagen de un 

nematodo hermafrodita en estadio adulto. B) 

Esquema de un nematodo hermafrodita. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Una de las principales ventajas de C. elegans es su corto ciclo de vida. A lo largo de 

su vida, C. elegans atraviesa 4 estadios larvales y un estadio adulto (Figura I.9). Una vez 

puestos los huevos (estadio de gástrula, alrededor de 30 células), los nematodos eclosionan 

y se convierten en gusanos adultos en 5,5 días a 15ºC, 3,5 días a 20ºC y 2,5  días  a  25ºC.  

Después  de  aproximadamente  3-4  semanas  muere,  mostrando signos de envejecimiento. 

Cada cambio de estadio larval o molt está marcado por un cambio de cutícula (Cassada y 

Russell 1975). El ciclo de vida de C. elegans depende no sólo de la temperatura, sino también 
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de las condiciones del medio de cultivo. Hacia el final del estadio L2, si las condiciones del 

medio son desfavorables los nematodos pueden entrar en un estadio larval alternativo 

denominado dauer (o también llamado diapausa). Factores del medio ambiente tales como 

feromonas, ausencia de comida o altas temperaturas, disparan la formación de un estadio 

larval intermedio, L2d, que es morfológicamente diferente al estadio L2. La larva L2d tiene el 

potencial de transformarse en dauer o en larva L3 dependiendo de la persistencia de las 

señales del medio ambiente (Riddle 1988). Los nematodos pueden permanecer en estadio 

dauer aproximadamente por 4 meses. Una vez que las condiciones ambientales son 

nuevamente favorables, el nematodo dauer puede continuar su desarrollo, pasando al estadio 

de larva L4 (Figura I.9). 

 
 
 
 

 
 

 

Figura I.9. Ciclo de vida de Caenorhabditis elegans. La imagen muestra los diferentes 
 

estadios del desarrollo de un nematodo C. elegans a 22°C. Modificado de (Altun y Hall 2012). 
 
 
 
 

Ecología de C. elegans 

 
El género Caenorhabditis es morfológicamente similar, pero ecológicamente diverso. 

Se han descrito 18 especies, de las cuales 6 han sido encontradas solamente 1 vez en la 

naturaleza. Además, para 13 de estas especies sólo se posee información del lugar de 

aislamiento (Tabla I.1) (Kiontke y Sudhaus 2006b). Ninguna especie de este género es 

estrictamente del suelo, en el sentido de que poblaciones en estadio reproductivo sean 

encontradas solamente allí. Las muestras provenientes del suelo generalmente contienen 

larvas en estadio dauer, las cuales no pasan al estadio reproductivo hasta que se añada 
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materia orgánica al suelo (Figura I.10). Este recurso es luego consumido rápidamente, dando 

lugar a explosiones poblacionales. En este sentido, se sabe que el modo reproductivo y el 

número de espermatozoides de C. elegans está optimizado para un crecimiento rápido 

(Hodgkin y Barnes 1991) y que el pasaje a estadio dauer está controlado por una feromona 

capaz de sensar sobrepoblación, lo cual sugiere la existencia de poblaciones densas en la 

naturaleza. Sin embargo, esta alta densidad poblacional es raramente encontrada en 

poblaciones naturales, las cuales están compuestas por nematodos dauers, con una baja 

proporción de machos (Barriere y Felix 2005). 

Por otro lado, se conoce poco sobre la dieta natural de C. elegans. Aunque crece bien 

alimentándose de E. coli, esta no es su fuente natural de nutrientes. Un estudio aisló 10 

especies de bacterias coexistiendo con C. elegans a partir de compost de hongos. En cultivos 

monogénicos, 5 de estas especies (géneros Acinetobacter, Enterobacter, Pseudomonas y 

Serratia) fueron capaces de sostener el crecimiento y reproducción de los nematodos por 

varias generaciones. Especies del género Bacillus son capaces de mantener el crecimiento, 

pero no la reproducción y, mezclas heterogéneas de Bacillus cereus y Pseudomonas sp. son 

capaces de sostener el crecimiento y reproducción, pero resultan en menores densidades 

poblacionales que los cultivos monogénicos. La capacidad reproductiva de C. elegans varió 

con la temperatura y la fuente de comida (Grewal 1991). También se ha observado que C. 

elegans es capaz de alimentarse de amebas y moho mucilaginoso (Kessin, et al. 1996). 
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Tabla I.1. Información ecológica de las especies de Caenorhabditis más conocidas. En la 

tabla se describe el lugar de aislamiento, especies asociadas, distribución geográfica y modo 

de reproducción de las diferentes especies del género. Adaptado de  (Kiontke y Sudhaus 

2006b). 
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Muchas especies del género se han encontrado asociadas a invertebrados. Existen 

dos tipos de asociaciones, necroménica y forética. El primer tipo de asociación es aquella  en  

la  cual  los  nematodos  esperan  a  que  el  huésped  muera  y  luego  se alimentan de él. En 

la segunda, el huésped es utilizado simplemente como un medio de transporte (Bovien 

1937; Schulte 1989; Sudhaus y Schulte 1989; Richter 1993; Kiontke 1997). En la mayoría de 

estas asociaciones, los nematodos en estadio dauers exhiben un comportamiento que facilita 

el contacto con los huéspedes. En este comportamiento, conocido como waving, los 

nematodos dauer se paran sobre la punta de la cola y mueven el cuerpo de un lado a otro. 

Se ha hallado a C. elegans asociado a isópodos, milpiés y otro artrópodos, caracoles y 

babosas (Kiontke y Sudhaus 2006b). 

De acuerdo a su ecología, los nematodos están clasificados en grupos. C. elegans es 

parte del grupo “Elegans”, junto a C. remanei y C. briggsae. Estas tres especies 

ocurren en hábitats antropogénicos y es muy probable que co-ocurran; se han encontrado C. 

elegans junto a C. briggsae en compost en Francia; C. briggsae junto a C. remanei en un 

bosque de Ohio, Estados Unidos; y C. remanei junto a C. elegans en compost en Berlin, 

Alemania. Es muy raro encontrar a C. elegans fuera de hábitats antropogénicos, aunque 

recientemente se ha logrado aislarlos de suelo superficial orgánico y asociado a caracoles en 

un parque estatal de Oregon, Estados Unidos. Su hábitat natural original permanece casi 

completamente desconocido. 

 

 

 

 

 
 

 

Figura I.10. Aislamiento de nematodos del suelo. En la figura se observan placas de Petri en 

las que se ha colocado muestras de tierra. Generalmente pueden hallarse nematodos en 

estadio dauer. Adaptado de (Barrière y Félix 2006). 
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El sistema nervioso de C. elegans 

 
El sistema nervioso es el órgano más complejo de C. elegans. Aproximadamente un 

tercio de las células de estos organismos son neuronas (302 de un total de 959 

células, en los hermafroditas). Veinte de estas neuronas están situadas dentro de la faringe; 

el resto de las 282 neuronas están localizadas en el anillo neuronal de la cabeza, el ganglio 

de la cola, y también a lo largo del cordón ventral, que constituye el principal  tracto  axónico  

longitudinal.  La  mayoría  de  las  neuronas  se  desarrollan durante la embriogénesis, con la 

excepción de 80 neuronas (principalmente motoneuronas) que se desarrollan post-

embrionalmente. La estructura del sistema nervioso ha sido descrita con un detalle sin 

precedentes mediante la reconstrucción por medio de microscopías electrónicas (White, et 

al. 1976). La alta resolución de estas imágenes permitió la identificación de todas las 

sinapsis (alrededor de 5000 sinapsis químicas, 2000 uniones neuromusculares y casi 500 

uniones GAP) y mapear todo el conexionado neuronal (Albertson y Thomson 1976; White, et 

al. 1976; Sulston y Horvitz 1977; Sulston, et al. 1983; White JG 1986). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura I.11. Sistema nervioso de C. elegans. Nematodo transgénico que porta el marcador 

unc-119::GFP con la proteína fluorescente verde. Este marcador se expresa solamente en las 

neuronas. 

(Fuente de la imagen: http://www.sfu.ca/biology/faculty/hutter/hutterlab/research/Ce_nervous_system.html) 

 
 
 
 

La mayoría de las neuronas están localizadas en la cabeza, donde están organizadas en 

un número de ganglios alrededor de la faringe, formando el “cerebro” del animal. Existen 68 

neuronas sensoriales, capaces de detectar varios compuestos químicos solubles y volátiles, 

estímulos mecánicos, temperatura y, según lo descubierto recientemente, también luz. Estas 

neuronas sensoriales mandan dendritas a la punta de la nariz, que posee varias estructuras 

sensoriales. Los axones sensoriales se unen a un gran haz axonal, el anillo neuronal, donde 

hacen sinapsis con las interneuronas. Algunas de estas interneuronas, a su vez, mandan 

largos axones a través del cordón ventral que corre a lo largo del animal. Las 

interneuronas que comandan el circuito motor se conectan a las motoneuronas localizadas 

en el cordón ventral, y éstas se conectan a las células musculares permitiendo que los 

http://www.sfu.ca/biology/faculty/hutter/hutterlab/research/Ce_nervous_system.html
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nematodos respondan a las entradas sensoriales cambiando sus patrones de movimiento 

(Sulston, et al. 1975; Albertson y Thomson 1976; White, et al. 1976; Sulston y Horvitz 

1977; Lewis, et al. 1980; Horvitz, et al. 1982; Sulston, et al. 1983; White JG 1986; McIntire, et 

al. 1993a; McIntire, et al. 1993b; Mori y Ohshima 1995; Nguyen, et al. 1995; Rankin 2002; 

Hobert 2003; Edwards, et al. 2008; Ward, et al. 2008; Liu, et al. 2010). 

 

 
Ritmos circadianos en Caenorhabditis elegans 
 

 

Como ya hemos mencionado, como consecuencia de la rotación de la Tierra, los 

organismos  - desde  las  cianobacterias  hasta  los  humanos -  muestran  ritmos circadianos 

en su fisiología, bioquímica y comportamiento. C. elegans es un organismo modelo que es 

muy utilizado en diversas áreas de investigación, principalmente en genética del desarrollo, 

pero sólo en años recientes se ha propuesto a este nematodo como modelo en cronobiología. 

Su corto período de vida y su fácil manipulación y cultivo, son algunas de las características 

que hacen de este nematodo un modelo ideal de estudio para interacciones entre genes y 

comportamiento. 

Los primeros estudios que mostraron la existencia de ritmos circadianos en C. elegans 

comenzaron en el año 2002, en el cual dos grupos de investigación caracterizaron dos 

comportamientos rítmicos en estos animales: velocidad de nado y resistencia a estrés 

osmótico (Kippert, et al. 2002; Saigusa, et al. 2002). Desde entonces, diferentes ritmos diarios 

y circadianos han sido caracterizados en este nematodo, algunos de los cuales serán 

descritos en los capítulos que siguen (Simonetta y Golombek 2007; Simonetta, et al. 2008; 

Simonetta, et al. 2009; van der Linden, et al. 2010; Migliori, et al. 2011a; Migliori, et al. 2011b; 

Romanowski, et al. 2011; Olmedo, et al. 2012). 

 
 
Registro del movimiento y ritmos de actividad locomotora en C. elegans 

 
 

C. elegans es un nematodo que mide aproximadamente 1 milímetro de longitud en su 

estado adulto. Esa característica ha sido uno de los principales inconvenientes en el momento 

de llevar a cabo el registro de su actividad locomotora. El primer trabajo en el cual se 

midieron ritmos de actividad locomotora en estos nematodos consistió en la filmación del 

movimiento de los mismos y posterior procesamiento digital de las imágenes obtenidas 

(Saigusa, et al. 2002). 

En nuestro laboratorio se desarrolló un sistema capaz de registrar la actividad 

locomotora de los nematodos en tiempo real y de manera continua (Simonetta y Golombek 

2007). El método de registro consiste en cultivar gusanos individuales – o una población de 

los mismos - en medio líquido, en placas de 96 wells. Cada uno de los wells de la placa es 

atravesado por un haz de luz infrarroja, y posteriormente la señal es filtrada y analizada 

adecuadamente (Figura I.12). 
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Circuito 

micro-controlador 

Figura I.12. Esquema del sistema de 

registro de actividad locomotora de 

Caenorhabditis elegans. El sistema 

cuenta con las siguientes partes: 1. Emisor 

de  luz  infrarroja,  2.  Plataforma  con  un 

micro agujero, 3. Pocillo de la placa donde 

son alojados los nematodos, 4. Sensor 

infrarrojo. Adaptado de (Simonetta, et al. 

2009). 
 

 
 
 
 
 
 

En cronobiología, cuando la variable que se registra es la actividad locomotora, la 

representación más común es un gráfico llamado actograma. En él se representan los días 

sucesivos en el eje de las ordenadas y las horas del día (de 0 a 24) en el eje de las 

abscisas (Figura I.13). El momento de actividad se representa con una barra negra, y el 

momento en el que se apagan las luces convencionalmente es denominado Zeitgeber  time  

12  o  ZT  12.  En  condiciones  de  luz:oscuridad,  el  animal  está sincronizado y su 

actividad comienza siempre a la misma hora y por lo tanto su período es de 24 horas. 

En condiciones constantes, sin embargo, el período endógeno de los animales puede variar. 

Esto hace que, en ausencia de un ciclo de luz:oscuridad que actúe como sincronizador, los 

animales comiencen a estar activos cada día un poco más tarde (Figura I.13), o un poco 

más temprano, dependiendo de la especie en estudio.  En condiciones constantes,  dada la 

ausencia  de  señales  ambientales,  el animal mantiene sus ritmos según la hora que le indica 

su reloj biológico: podemos así hablar de día subjetivo (aquel momento en que el animal se 

comporta como si fuera de día) y noche subjetiva (cuando el reloj endógeno indica que 

debería ser de noche). 
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Figura I.13. La actividad locomotora se 

representa en actogramas. Dibujo 

esquemático  de  un actograma. Se 

representan los días sucesivos en el eje de 

las ordenadas y las horas del día (de 0 a 

24) en el eje de las abscisas. En este 

esquema se  observa que  el  animal está 

sujeto a un ciclo de luz:oscuridad (LO) y 

luego es colocado en condiciones 

constantes. En ausencia del ciclo LO, el 

animal empieza a estar activo cada día un 

poco más tarde, lo cual indica que su 

período  es  mayor  a  24  h.  Las  barras 

negras indican el momento de actividad. 
 

 
 
 
 

De  esta  manera,  mediante  el  empleo  de  este  sistema  se  estudió  la  actividad 

locomotora de Caenorhabditis elegans en condiciones de luz:oscuridad (LO) y se observó que 

los nematodos poseen un patrón de actividad de 24 horas cuando son expuestos a un ciclo de 

luz:oscuridad (luz blanca) de 400 lux. Sin embargo, los análisis mostraban que gusanos 

individuales entrenaban con diferentes fases con respecto al zeitgeber (Figura I.14). 

 

 
 
 

Figura I.14. Actividad locomotora 

de nematodos individuales en 

condiciones   LO. Actogramas 

representativos  de  diferentes 

nematodos  que  exhiben fases 

distintas con respecto al zeitgeber. 

Debajo de   cada   actograma  se 

muestra  un    análisis  por 

períodograma Lomb Scargle. 

 
 
 
 

Para solucionar este inconveniente, se registraron ritmos poblacionales y se construyeron 

histogramas de acrofase. A partir de estos estudios poblacionales, se logró determinar que los 

nematodos C. elegans son capaces de sincronizarse a ciclos de luz:oscuridad (LO) 12 h : 12h 

(Figura I.15A). Por otro lado, estudios de sincronización mostraron que un 40% de las 
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poblaciones de nematodos salvajes N2 son rítmicas, pero solo un 9% se sincroniza realmente. 

Para realizar estos ensayos, luego de que los nematodos estuvieron bajo un ciclo LO se los 

liberó en condiciones de oscuridad constante (OO). A partir de los actogramas poblacionales, 

se determinó la acrofase en LO y la acrofase del primer día de OO y se construyeron 

diagramas de transición de fase. De esta manera, todas las poblaciones situadas sobre la línea 

a 45° al origen están realmente sincronizadas (Figura I.15B). 

 

 
 
 

A) B) 
 

 
 

 
Figura I.15. Sincronización frente a ciclos LO. A) Histograma de acrofases de nematodos 

sincronizados a un ciclo de luz:oscuridad (12:12 h 400 lux, 17,5
0
C) antes y después de un 

retraso de 6 horas del ciclo luz:oscuridad. Panel del medio: test de estadística circular (test de 

Rayleigh) para ambas situaciones (LD1: encendido de las luces 9 h, apagado de las luces 21 h; 

LD2: encendido de las luces 15 h, apagado de las luces 3 h). El actograma de la derecha 

representa la actividad promedio de la población. La zona sombreada indica las horas de 

oscuridad. B) Diagrama de transición de fases (LO vs OO). Arriba. test de Rayleigh mostrando 

el ángulo de fase de las poblaciones entrenadas (triángulos negros) y el comienzo de la 

condición constante post sincronización (triángulos grises). El círculo rojo indica la población de 

nematodos que se sincronizaron al ciclo LD. El círculo violeta indica la población de nematodos 

en la que se observó un posible fenómeno de enmascaramiento. 
 
 
 

 

De manera similar, se encontró que los nematodos son capaces de sincronizarse a 

ciclos de temperatura alta: temperatura baja (Tt) 12 h: 12 h (Figura I.16). 
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A) B) 
 

 
 

 
Figura  I.16.  Sincronización frente  a  ciclos  Tt.  A)  Histograma  de  fases  de  nematodos 

sincronizados a un ciclo de temperatura (12:12 h, 20
0
C:16

0
C) antes y después de un retraso de 

6 horas del ciclo de temperatura. Panel del medio: test de estadística circular (test de Rayleigh) 
 

para ambas situaciones (Tt1: temperatura alta 9 h, temperatura baja 21 h; Tt2: temperatura alta 
 

15 h, temperatura baja 3 h). El actograma de la derecha representa la actividad promedio de la 

población. La zona sombreada indica las horas de oscuridad. B) Diagrama de transición de 

fases (Tt vs tt). Arriba. test de Rayleigh mostrando el ángulo de fase de las poblaciones 

entrenadas (triángulos negros) y el comienzo de la condición constante post sincronización 

(triángulos grises). 
 
 
 
 

Genes de Caenorhabditis elegans homólogos a genes reloj de insectos 

 
 

El  mecanismo  molecular  del  reloj  de  C.  elegans  aún  no  ha  sido  dilucidado.  Por 

estudios bioinformáticos se determinó que este nematodo posee genes homólogos a genes 

reloj de insectos y de mamíferos (Hasegawa, et al. 2005; Temmerman, et al. 2011) (una 

lista de los genes homólogos a genes reloj de Drosophila puede verse en la tabla I.2), pero 

estos parecen estar involucrados en funciones heterocrónicas (Jeon, et al. 1999; Ambros 

2000; Banerjee, et al. 2005). 

Un esfuerzo reciente por encontrar el reloj molecular de C. elegans no ha aportado 

resultados conclusivos. En este trabajo se realizó un estudio global a nivel transcriptómico de 

poblaciones de nematodos mantenidos en condiciones LO y Tt. El análisis de los conjuntos de 

genes que ciclan en condiciones constantes luego de un ciclo  LO  o  de  un  ciclo  Tt  no  

logró  identificar  elementos  comunes  entre  ambos conjuntos de datos (van der Linden, et 

al. 2010). Esto podría querer decirnos que existe la posibilidad de que hayan 2 relojes 

transcripcionales que coexistiendo en el organismo: uno que regulado por luz y, otro regulado 
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por la temperatura. Por otro lado el hecho de que se haya utilizado ARN a partir de 

organismos completos puede estar sesgando los resultados, dando falsos negativos que 

pueden estar escondiendo la verdadera naturaleza del reloj molecular de estos nematodos. 

 
 
 

 

 
 

 

Tabla I.2. Tabla de genes homólogos a genes involucrados en el reloj de Drosophila. En 

la tabla se indican los genes de Drosophila, el nombre de la proteína que codifican, el principal 

homólogo en C. elegans encontrado por el algoritmo BLASTP, el valor E asociado y la función 

de ese gen en la mosca de la fruta. 
 
 
 
 

La importancia adaptativa de poseer un reloj endógeno radica en que nos permite 

poder anticiparnos a la naturaleza cíclica del universo. Esta capacidad ha sido estudiada   en   

organismos   modelos   tales   como   Mus   musculus,   Rattus   rattus, Neurospora crassa, 

Drosophila melanogaster, Arabidopsis thaliana, Synechococcus elongatus, Chlamydomonas 

reinhardtii, Passer domesticus, Gallus gallus, entre otros. Todos estos sistemas nos permiten 

conocer la anatomía y el funcionamiento de los relojes circadianos y cada especie aporta 

una ventaja  en  un  tópico  particular  de estudio. Sin embargo, a pesar de los grandes 

avances que se han producido en los campos de las neurociencias, la biología del 

desarrollo, genética, ARNi y microRNA utilizando al nematodo Caenorhabditis elegans como 

modelo de estudio, su empleo en cronobiología ha sido escaso. En el presente trabajo de 

tesis se busca estudiar los ritmos circadianos de C. elegans de tolerancia a diversos tipos de 

estrés que puede encontrar  en  su  hábitat  natural,  teniendo  en  cuenta  lo  que  se  conoce  
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sobre  su ecología, así como también cómo es que estos ritmos pueden estar poniéndose 

en hora a través del ciclo de luz:oscuridad.  Las variaciones diarias en el estrés ambiental han  

forjado  la  evolución  de  los  organismos  y  C.  elegans  se  presenta  como  un excelente 

modelo para estudiar justamente cómo estos cambios han causado adaptaciones en los 

sistemas de defensa a estrés en el organismo. En este sentido, uno de los objetivos del 

trabajo es interpretar la ventaja adaptativa que confiere un reloj biológico capaz de predecir 

estos cambios en las diversas variables cíclicas de su hábitat. La disponibilidad de cepas 

mutantes a través del Caenorhabditis Genetics Center (CGC), su caracterización genómico y 

neuronal, su corta longitud de vida y económica manutención, hacen de este nematodo un 

modelo ideal para estudiar el rol que cumple el sistema circadiano en las interacciones entre 

un organismo y el medio ambiente en que vive. 
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Capítulo 1 

Ritmos circadianos de respuesta a estrés abiótico 

 

Introducción 

 

 
Caenorhabditis elegans es un nematodo que habita la capa superior del suelo 

(Kiontke y Sudhaus 2006a). En este nicho ecológico está sujeto a diferentes cambios 

diarios en variables ambientales. Estos cambios ambientales están dados principalmente 

por la sucesión cíclica de los días y las noches, cuyo periodo es el tiempo que tarda 

nuestro planeta en girar sobre su eje (un periodo de revolución) y es de 24 h. Algunos de 

estos cambios diarios, en general predecibles, pueden ser nocivos y causar un estrés 

sobre los nematodos. El concepto de estrés es muchas veces utilizado de manera 

imprecisa, lo cual puede dar lugar a confusiones. En este trabajo utilizaremos el término 

estrés para  referirnos a cualquier factor  externo que pueda  afectar negativamente a  

los nematodos. En particular, en este capítulo vamos a discutir factores ambientales, o 

abióticos. En la mayoría de los casos (y no sólo en C. elegans) el estrés es medido en 

relación a la supervivencia de un organismo. La habilidad de un organismo para 

sobrellevar un estrés es llamada tolerancia al estrés y también es conocida como 

resistencia al estrés. Ambos términos son empleados en la literatura científica, aunque en 

este trabajo emplearemos tolerancia al estrés. 

El estrés ambiental juega un rol importante en la evolución y ecología de todos los 

organismos. Como los agentes inductores de estrés abiótico varían a lo largo del día, es 

lógico asumir que los organismos deben ser capaces de predecir estos cambios periódicos 

para poder sobrevivir. Varias señales ambientales, incluyendo cambios diarios en la 

temperatura, la intensidad de luz UV o la humedad, podrían guiar o sincronizar las 

respuestas celulares rítmicas al estrés ambiental. Como la maquinaria de respuesta a 

estrés está conservada en muchos organismos, es posible encontrar patrones similares de 

regulación circadiana en diferentes especies. Por ejemplo, las proteínas  de  respuesta  a  

shock  térmico  (básicamente  HSP70  y  HSP16)  están reguladas por un reloj circadiano 

en Synechocystis, Neurospora, Gonyaulax y Drosophila (Rensing y Monnerjahn 1996; 

Ceriani, et al. 2002), ya sea a nivel transcripcional o de actividad. Los ritmos en enzimas 

antioxidantes, como superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa, 

haloperoxidasa y glutatión peroxidasa, están regulados a nivel de ARNm o de actividad 

en diversos organismos de varias taxa, desde plantas a humanos (Hardeland, et al. 2003). 

El hábitat natural de C. elegans es el suelo, donde está expuesto a muchos tipos 

diferentes de agentes estresantes, como estrés abiótico, estrés térmico (ya sea por frío o 

calor), radiación UV, estrés oxidativo, etc. Si combinamos este hecho con las 

características descritas en la introducción general, podemos decir que C. elegans es un 

excelente modelo para estudiar interacciones con agentes estresantes ambientales. Esta 
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declaración se ve reflejada en la amplia variedad de literatura disponible en la tolerancia al 

estrés mediado por metales pesados (Au, et al. 2009; Chong, et al. 2009; Schwartz, et al. 

2010; Tvermoes, et al. 2010; Wang, et al. 2010b; Ye, et al. 2010; Zhang, et al. 2010; 

Murphy, et al. 2011), estrés osmótico (Lamitina, et al. 2004; Lamitina, et al. 2006; Choe y 

Strange 2007; Rohlfing, et al. 2010), desecación (Gal, et al. 2005; Erkut, et al. 2011), 

estrés oxidativo (Gems y Doonan 2009; Van Raamsdonk y Hekimi 2010; Cabreiro, et al. 

2011), deficiencia de oxígeno (Powell-Coffman 2010; Hayakawa, et al. 2011; LaRue y 

Padilla 2011), temperatura (Treinin, et al. 2003; Prahlad, et al. 2008) y luz UV (Murakami y 

Johnson 1996; Edwards, et al. 2008; Wang, et al. 2010a; Stergiou, et al. 2011) (Figura 

1.1.1). 

 

 
 
 

Figura 1.1.1. Cambios diarios 

en algunas variables   

ambientales. La sucesión del 

ciclo diario del día y la noche 

causa variaciones cíclicas en el 

medio ambiente que afectan a 

los nematodos que viven en el 

suelo. 

 

 
 
 
 
 
 

Kippert  et  al. fueron  los  primeros en  describir  una  tolerancia  rítmica  a  un  

estrés ambiental en C. elegans. Estudiaron la tolerancia a estrés hiperosmótico de una 

población de larvas L1 expuestas a una solución 1,3M de NaCl, y descubrieron la 

existencia de un ritmo que podía ser sincronizado a ciclos de luz:oscuridad (LO) y persistía 

en condiciones de oscuridad constante. También lograron estimar que el periodo del ritmo 

era cercano a las 22 horas y que podía ser compensado por temperatura, con un Q10 

cercano a 1,06 (Kippert, et al. 2002). 

Tomando en cuenta los diferentes tipos de agentes estresantes que C. elegans 

encuentra en su ambiente natural y sabiendo que estos agentes varían diariamente de 

acuerdo a la sucesión de los días y las noches, en este capítulo se estudiará la existencia 

de ritmos de tolerancia a diferentes tipos de estrés abiótico en nematodos adultos de C.  

elegans.  Para  esto  se  medirá  la  sobrevida  mediante  un  estímulo mecánico 

(respuesta a TAP) luego de un desafío con un agente estresante. La respuesta a TAP 

consiste en la inducción de un movimiento de escape cuando el cultivo de nematodos 



 
 
 

 
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

es levemente golpeado contra una superficie sólida, y permite evaluar rápida y fácilmente 

la respuesta de los nematodos. Es ampliamente utilizado en estudios de memoria, 

screening de mutantes locomotores y ensayos de tolerancia a estrés (Chalfie y Sulston 

1981; Larsen 1993; Hardaker, et al. 2001; Hart 2006). 

Resumiendo, se sabe que C. elegans posee ritmos de tolerancia a estrés osmótico 

por NaCl en estadío larval L1. Sin embargo, no se sabe si estos ritmos se mantienen a lo 

largo de toda la vida de los nematodos. Además tampoco se tienen indicios de la 

existencia de ritmos transcripcionales que pudieran llegar a regular estos ritmos. En este 

capítulo se buscará resolver algunas de estas incógnitas. 
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Materiales y Métodos 

 

Cultivo de nematodos 

 

En este trabajo se empleó la cepa TJ1060 [spe-9(hc488); fer-15(b26)] del nematodo 

Caenorhabditis elegans, previamente descrita (Fabian y Johnson 1994). Esta cepa acarrea 

alelos sensibles a temperatura en 2 loci, que resultan en nematodos estériles a 25ºC pero 

permiten su reproducción a 18,5ºC. Para algunos experimentos se emplearon las cepas 

AM1 [osr-1(rm1)] o RB1373 [gpdh-1(ok1558)] (todas las cepas fueron provistas por el 

Caenorhabditis Genetics Center, University of Minesotta, MN, USA). 

Los stocks de nematodos fueron mantenidos en medio NGM (0,3% NaCl, 0,25% 

Peptona, 5 g/ml colesterol, 1 mmol/l CaCl2, 1 mmol/l MgSO4, 1,7% Agar en 25 mmol/l de 

buffer fosfato pH 6,0) con céspedes bacterianos de Escherichia coli OP50 (Brenner 1974) 

bajo condiciones de luz: oscuridad 12 h : 12 h (LO, intensidad = 400 lux) a 16°C. 

Para los ensayos experimentales, una población de nematodos fue sincronizada al 

mismo estadío de desarrollo utilizando el método de sincronización por cloro (Lewis y 

Fleming 1995a) y cultivados en un medio líquido compuesto por M9 (42 mM Na2HPO4, 22 

mM KH2PO4, 85,5 mM NaCl, 1 mM MgSO4) + Antibiotico-antimicotico (AB) 1x 

(Gibco, USA) en erlenmeyers con bafles de 25, a 110 rpm y 18,5ºC. Una vez que los 

huevos eclosionaron, las larvas L1 obtenidas fueron mantenidas en condiciones LO y sin 

comida por 3 días.  Al cuarto día (al momento del encendido de las luces, definido como 

tiempo zeitgeber 0 o ZT0), los nematodos fueron alimentados con medio de supervivencia 

(10
10 

E. coli/ml en medio S completo + AB; adaptado de (Fabian y Johnson 1994)) y 

mantenidos a una concentración final de 15 nematodos/10 ml. La temperatura se elevó a 

25ºC para evitar la auto-reproducción. El primer día de estadío adulto, el medio fue 

renovado a ZT0. 

Todos los reactivos químicos fueron comprados a Sigma Chemical Co. (St Louis, 

MO), a menos que se indique lo contrario. 

 

Ensayo de comportamiento de tolerancia a estrés 
 

Para determinar la respuesta de comportamiento frente a diferentes tipos de 

estrés abiótico (osmótico, oxidativo y térmico), 20 µl de cultivo líquido fueron 

mezclados con 30 μl de la solución que contenía el estímulo, o M9 como control, e 

incubados por 2 ha 25ºC. Luego del tratamiento, se observó el número de nematodos 

que mostraban respuesta a TAP (tal como fue descrito por Larsen et al, 1993; la placa 

que contiene a los nematodos en medio líquido es golpeada suavemente contra una 

superficie sólida y se cuenta el número de nematodos que se mueven respondiendo al 



 
 
 

 
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

estímulo mecánico) en una población, por triplicado. El número total de nematodos 

y el de animales que respondieron al TAP fue contado visualmente en una lupa 

estereoscópica. La DL50  (concentración para obtener 50% de nematodos que 

responden al TAP) fue obtenida para una solución de NaCl (200, 250, 300, 350, 400, 

450 y 500 mM), una solución de H2O2 (0, 25, 50, 70 y 90 mM) y estímulos de 

temperatura (29, 30, 31, 32, 33, 34 y 35 ºC). 

Para los ensayos circadianos, 20 μl de cultivo líquido de nematodos (20 a 35 

individuos) fueron tratados cada 6 horas con los estímulos estresantes por 2 h a su 

concentración DL50 (o con M9 como control), desde ZT18 del 1er día de adultos, 

durante 1,5 días. Las muestras fueron tomadas por triplicado y contadas 2 veces. 

Todos los ensayos fueron realizados a partir de 3 cultivos independientes. Cuando los 

nematodos fueron cultivados en condiciones OO los ensayos de comportamiento se 

realizaron bajo luz roja tenue. Todas las muestras fueron analizadas luego de las 2 

horas de tratamiento, en cada punto horario. 

Para aquellos nematodos de cepas diferentes a la cepa TJ1060, se agregó a los 

cultivos de nematodos Fluorodeoxiuridina (FuDR) a una concentración final 50 M una 

vez que los nematodos se encontraran en estadío L4, para evitar la auto-reproducción 

de los animales (Mitchell, et al. 1979). 

 
RT-PCR semicuantitativa 

 
Se realizaron cultivos a gran escala tal como se describió anteriormente y se 

tomó una muestra de 2000 nematodos cada 6 horas durante 2 días, desde ZT18 del 

primer día de adulto. Todas las muestras fueron lavadas 2 veces con 15 ml de 

buffer M9, resuspendidas en 200µl de Trizol (Trizol LE, Invitrogen, Carlsbad, CA) y 

congeladas instantáneamente a -80ºC, sumergiéndolas en isopropanol pre-enfriado, 

hasta la finalización de la toma de muestras. Una vez finalizada la toma de muestras, 

el RNA fue aislado por el método de trizol, y verificado por espectrofotometría y 

electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante. 5 µg de RNA fueron tratados con 

DNAsa I MAXIscript (AMBION, Foster City, CA), mezclados con oligo dT y 

transcriptos en forma reversa (M-MLV RT, Superscript RT, Invitrogen, Carlsbad, CA). 

Las condiciones de linealidad de la PCR semicuatitativa fueron ajustadas por 

temperatura de hibridización, concentración de Mg2+  y condiciones de ciclado, para 

cada par de primers. Los primers utilizados para las reacciones de amplificacion se 

encuentran listados en la Tabla 1.2.1. El programa de PCR utilizado fue 2 minutos 

a 94ºC, 30 ciclos de 30 segundo a 92ºC, 30 segundos a 60ºC, 1 minuto a 72ºC, y una 

extensión final de 5 minutos a 72ºC, excepto en el caso de gpdh-1 en el que se 

realizaron 31 ciclos de PCR. Todos los primers fueron comprados a Invitrogen. 
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Blanco Secuencia Primer Directo Secuencia Primer Reverso Descripción 

 
 

hsp-6 GGACAAACCAAAGGGACATG AACGAATGCTCCAACCTGAG proteína de 
shock térmico 
(70kDa) 

 

hsp-16.1 TATTTCCGTCCAGCTCAACG ATCGCTTCCTTCTTTGGTGC proteína de 
shock térmico 
(16kDa) 

 

gpdh-1 CAAGCTACAAAAGGGAGCCC GGATTTCACGTTGTAGGCCC glicerol-3-
fosfato 
deshidrogen
asa 

 
c11e4.1 ATGGCACTTTGGCAGCTCA ACGCGCAAAAAGTAGCAACG glutatión peroxidasa 

 

 
msra TGAGCCATTGGACAAGTTCTA TTAAGCATGACAGTTTCTTGGA metionin-

sulfóxido 
reductasa 

 
act-4 TGAAGATCCTCACTGAGCGC AGCACTTGCGGTGGACAATC actina 

 

 

Tabla 1.1.1. Primers diseñados para este trabajo. 
 
 
 
PCR cuantitativa en tiempo real 

 

El sistema ICycler IQ system (Bio-Rad) fue utilizado para realizar las reacciones de 

PCR en tiempo real. Para cada reacción Icycler, se preparó una mezcla maestra con las 

siguientes concentracones finales: 12,4µl de agua, 1,2µl de MgCl2 (3 mM), 0,4µl de primer 

directo (0,4µM), 0,4µl de primer inverso (0,4µM), 2,0µl de Buffer Platinum TAQ (1X) 

(Invitrogen, Carlsbad, CA), 0,4µl de dNTPs (0,2 mM), 0,2µl Platinum TAQ DNA polymerasa 

(1 unidad) (Invitrogen, Carlsbad, CA) y 2µl SybrGreen Type I (1X) (Invitrogen, Carlsbad, 

CA). La mezcla “maestra” ICycler (19µl) fue agregada a cada uno de los 96 pocillos de 

una placa de PCR y 1µl de cDNA fue añadido como molde de la PCR. El programa de 

PCR fue 2 minutos a 94ºC, 45 ciclos de 30 segundos a 92ºC, 30 segundos a 60ºC 

(medida única de  fluorescencia), 1 minuto a 72ºC, extensión final de 5 minutos a 72ºC, 

programa de curva de melting (60–95ºC con una tasa de calentamiento de 0,5ºC por 

segundo y medición continua de fluorescencia) y finalmente un paso de enfriamiento a 

15ºC. Los resultados fueron cuantificados usando el método de la curva estándar. Para 

esto se construyó una curva estándar de 6 puntos (serie de diluciones seriadas 1/2) para 

cada gen (Karsai, et al. 2002). Los niveles de cada gen fueron normalizados con los 

niveles del gen de referencia actina (act-4). 

 
Análisis de Datos 
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La DL50 fue calculada por el método de Spearman-Karber (LC50 software V1.0, 

U.S. EPA Release.). Los ensayos de ritmos de tolerancia a estrés abiótico fueron 

analizados por ANOVA de una vía, seguido por un test de Dunnet de comparación de 

grupos (grupo control: ZT12 día 2 y CT12 día 2, para LO y OO, respectivamente). 

Cada patrón de variación diaria fue caracterizado mediante una regresión de forma de 

onda con Sigma Plot (Jandel Scientific, Erkrath, Germany). Los perfiles fueron ajustados a 

una onda senoidal con decaimiento, con la siguiente ecuación: y = y0 + a * exp (-x / d) * 

seno (2 * pi * x / b + c), donde y es el punto de datos n, x es el tiempo del punto de datos 

n, y0 es el valor basal, a es la amplitud, b es el periodo de la onda, c es la fase, y d es el 

parámetro de decaimiento de la onda. Las acrofases fueron determinadas mediante el 

análisis de Cosinor (es decir, mejor ajuste a formas de onda cosenoidales) de los 

conjuntos de datos. Los resultados de RT-PCR semicuantitativa fueron agrupados en día 

(ZT0,5 y ZT6) y noche (ZT12,5 y ZT18) y analizados por el test de Student de 2 colas. 

Los ensayos de tolerancia a estrés osmótico de las cepas mutantes fueron analizados por 

ANOVA de una vía, seguido por un test de Dunnet de comparaciones grupales (grupo 

control: ZT0). 

 

Todos los datos fueron expresados como la media aritmética ± error estándar de n 

valores. 

 

Resultados 

 

Variación diaria en la tolerancia a estrés osmótico y oxidativo en nematodos adultos 

 

 

Para evaluar la presencia de patrones rítmicos de tolerancia a estrés en nematodos 

adultos, se cuantificó la respuesta a TAP a lo largo del día o del ciclo circadiano. Cuando 

una población de nematodos fue tratada con concentraciones crecientes de NaCl, 

encontramos una correlacion en la respuesta a TAP (Figura 1.3.1A). A partir de esto se 

eligió la DL50  (350mM) para este ensayo. Al tratar diferentes poblaciones de nematodos 

adultos con esta concentracion de NaCl en diferentes momentos del día, se observó un 

patrón rítmico de tolerancia a estrés osmótico en condiciones de LO y OO (n=27 para LO y 

n=9 para OO; ANOVA, p<0,05 en ambos casos), encontrándose un mínimo de tolerancia a 

ZT0 y CT0 para LO y OO, respectivamente (Figuras 1.3.1B y 1.3.1C). Se observó un pico 

a ZT12/CT12 (Test de Comparaciones Múltiples de Dunnet, p<0,05). Los conjuntos de 

datos de LO y OO fueron luego ajustados a una onda senoidal con decaimiento (el mejor 

ajuste para las condiciones circadianas arrojó un periodo de 20,6 h) (Figuras 1.3.1B y 

1.3.1C – línea de puntos). Se determinó que las acrofases eran a ZT13,14 (LO) y 
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CT13,19 (OO), según el análisis de Cosinor (p<0,05). 

Cuando el mismo procedimiento se aplicó para estudiar la tolerancia frente al estrés 

oxidativo causado por H2O2 (figura 1.3.1D, DL50=50mM), también se encontró un patrón 

diario en condiciones de LO y OO (n=27 para LO y n=9 para OO, test de ANOVA, p<0,05 

en ambos casos), pero con una fase invertida al compararlo con el encontrado para estrés 

osmótico (máximo=ZT0 o CT0 OO, Test de Comparaciones Múltiples de Dunnet, p<0,05) 

(Figuras 1.3.1E y 1.3.1F). Los conjuntos de datos de LO y OO fueron ajustados a una 

ecuación senoidal con decaimiento y se encontró que el periodo circadiano en OO era de 

20,3 h. Se determinó que las acrofases eran ZT23,42 (LD) y CT2,49 (DD), según el análisis 

de Cosinor (p<0,05). 

A pesar de que el ensayo de tolerancia frente a estrés térmico mostró una 

correlación lineal entre el número de animales en movimiento y los valores crecientes de 

temperatura (datos no mostrados), no se pudo aplicar el ensayo de TAP porque 

cuando los nematodos eran transferidos de la temperatura de ensayo (DL50=32,5ºC) a la 

temperatura de observación (25ºC), la actividad locomotora se vio significativamente 

afectada y los resultados obtenidos no fueron reproducibles a lo largo de los diferentes 

ensayos. 
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Figura 1.3.1. Ritmos de tolerancia a estrés en nematodos adultos de Caenorhabditis 

elegans. Tolerancia a estrés osmotico: a) ensayo DL50 para NaCl; b) el porcentaje de 

nematodos responsivos a TAP, luego del tratamiento con NaCl, varía a lo largo del día en 

condiciones LO 12 h : 12 h (n=27 para cada punto); c) ritmo circadiano de tolerancia a estrés 

osmótico en condiciones OO (n=9 para cada punto); Tolerancia a estrés oxidativo: d) ensayo 

DL50 para H2O2; e) el porcentaje de nematodos responsivos a TAP, luego del tratam iento con 

H2O2, varía a lo largo del día en condiciones LO 12 h : 12 h (n=27 para cada punto); f) ritmo 

circadiano de tolerancia a estrés oxidativo en condiciones OO (n=9 para cada punto). 
 
 
 

No se encontraron ritmos estadísticamente significativos en la respuesta a TAP cuando 

las poblaciones de nematodos fueron tratados con buffer M9 (datos no mostrados). 

 
 
Expresión de genes relacionados con la respuesta a estrés 

 
Para poder relacionar la tolerancia a estrés con respuestas a nivel de expresión 

génica, se midió el nivel de expresión de genes relacionados con estrés en C. elegans luego 

de un shock de estrés térmico, oxidativo u osmótico. Como se muestra en la figura 1.3.2 y en 

la tabla 1.3.1, los estímulos osmótico, oxidativo y térmico fueron suficientes para inducir la 

transcripción de hsp6 (proteina de shock térmico de 70kDa), hsp16 (proteina de shock 

térmico de 16kDa), gpx (glutation peroxidasa) y gpdh-1 (glicerol-3-fosfatoe 

desidrogenasa). Las inducciones observadas correlacionan bien con la literatura para hsp6 

(Heschl y Baillie 1990), hsp16 (Link, et al. 1999; Hong, et al. 2004) y gpdh-1 (Lamitina, et al. 

2006). 
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Figura 1.3.2. Expresión  de 

genes  relacionados  con 

estrés   abiótico. Geles 

representativos de RT-PCRs de 

genes relacionados a estrés. 

Las reacciones fueron llevadas 

a cabo según lo descrito, luego 

de que los nematodos fueran 

expuestos a shocks de 350mM 

de  NaCl  (osmótico), 50mM  de 

H2O2 (oxidativo) o 32ºC (térmico) 

y comparados con su nivel basal 

Los  niveles  fueron  analizados 

por ImageJ. 
 
 
 
 

Como la tolerancia rítmica a un ambiente estresante puede estar genéticamente 

controlada, se estudiaron los niveles basales de los genes relacionados a estrés 

previamente caracterizados. Aunque no todos ellos mostraron una clara variación día- noche 

en su expresión, se encontró que gpx (relacionado al estrés oxidativo) y gpdh-1 (relacionado 

al estrés osmótico) mostraron una expresión significativamente más alta durante la noche 

(Figura 1.3.3 y Tabla 1.3.2, Test T de Student, p<0,05). Estos resultados fueron luego 

confirmados por PCR en tiempo real usando el método de la curva estándar para gpx y gpdh-

1 (ZT18/ZT6: gpx=1,7X; gpdh-1=5,2X; n=3 cada uno con duplicados técnicos). 
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Tabla 1.3.1. Cuantificación de las reacciones de RT-PCR de genes relacionados a estrés. 
 

+: ≥30% de aumento en los niveles de ARNm; ++: ≥60% de aumento en los niveles de ARNm; 
 

+++: ≥90% de aumento en los niveles de ARNm; ++++: ≥120% de aumento en los niveles de 

ARNm. En todos los casos los niveles son relativos a los controles (es decir, buffer M9 y sin 

cambio de temperatura). 
 

 
 
 
 

 
 

Figura 1.3.3. Variación diaria en la expresión de genes relacionados con la respuesta a 

estrés. Las RT-PCRs de genes relacionados a la respuesta a estrés fueron llevadas a cabo 

según  lo  descrito  y  la  expresión día-noche fue  cuantificada. Los  productos de  RT-PCR 

muestran variaciones diarias significativas en la expresión de glutatión peroxidasa (gpx) y 

glicerol-3-fosfato deshidrogenasa  (gpdh-1),  siendo  sus  niveles  más  elevados  durante  la 

noche. Las  diferencias en  las  intensidades de  bandas de  diferentes puntos horarios  se 

encuentran mostradas en un gel representativo en el extremo superior de la figura, por 

encima de cada columna. * p<0,05; test T de Student. 
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Tabla 1.3.2. Cuantificación de la variación diurna en la expresión de genes relacionados 

con la respuesta a estrés abiótico (RT-PCR) a ZT0,5; ZT6; ZT12.5 y ZT18. El número de 

muestras de cada punto horario se encuentra entre paréntesis. Todos los valores son relativos 

a act-4. 
 
 
 
 

La tolerancia a estrés osmótico se ve afectada por la vía de gpdh-1 

 
Para caracterizar el rol de gpdh-1 en la variación circadiana en la tolerancia a estrés, 

se estudió el comportamiento de mutantes de la vía de respuesta a estrés osmótico. Como se 

muestra en la figura 1.3.4, nematodos mutantes para osr-1 (un regulador negativo de la vía 

de respuesta a estrés osmótico) fueron en general menos sensibles al estrés por NaCl (el 

porcentaje de animales responsivos al TAP a ZT0 y ZT24 fue significativamente más alto para 

la cepa mutante para osr-1 (AM1) que para la cepa control (TJ1060) (Test de comparaciones 

múltiples de Dunnet, p<0,05)) y no mostraron una variación diaria en la respuesta a 350mM 

NaCl (Test de comparaciones múltiples de Dunnet, p<0,05). Sin embargo, la cepa mutante 

para gpdh-1 (RB1373, que posee una deleción de 1227bp en el gen gpdh-1) no mostró 

diferencias significativas con la cepa control, mostrando la misma variación diaria que la cepa 

control. Cuando este experimento se repitió a una concentración más alta de NaCl 

(correspondiente a la DL50=450mM obtenida para el mutante para osr-1), se encontró una 

variación diaria en la tolerancia a estrés del mutante para osr-1 y también para la cepa 

control, como se muestra en la figura 1.3.4 (Test de comparaciones múltiples de Dunnet, 

p<0,05). 
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Figura 1.3.4. Variación diaria en la 

tolerancia a estrés osmótico de 

cepas mutantes de C. elegans. 

Diferentes  cepas  fueron  analizadas 

en los puntos máximo y mínimo de 

tolerancia y luego comparados con la 

cepa control. A) la cepa AM1, que es 

un mutante de un regulador negativo 

de la respuesta a estrés osmótico 

(osr-1), muestra alta tolerancia frente 

a  350mM  de  NaCl  en  todos  los 

puntos horarios. B) Cuando una 

concentración más  alta,  450mM de 

NaCl, es  utilizada,  la  cepa  AM1 

vuelve a mostrar una variación diaria 

en la tolerancia a estrés osmótico. * 

p<0,05 comparado con ZT0, ANOVA 

de una vía seguido de un test de 

comparaciones de Dunnet. 
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Discusión 

 

El nematodo Caenorhabditis elegans fue originalmente aislado de compost, 

sustrato de hongos, tierra de jardines y agua, y también asociado a milpiés  

(diplópodos), isópodos, insectos, caracoles y babosas (Kiontke y Sudhaus 2006a). Como 

en otros organismos, variaciones diarias en la temperatura, humedad, salinidad y la luz UV 

pueden haber influido en la aparición y selección de controles biológicos circadianos para 

no sólo responder a estos cambios sino para poder predecirlos con anticipación (Anokhin 

1974; Engelmann 1988; Pittendrigh 1993). 

En el año 2002, el laboratorio del Dr. Kippert fue el primero en mostrar evidencias 

de un reloj circadiano en larvas L1 de C. elegans (Kippert, et al. 2002). Las larvas 

exhibieron una tolerancia rítmica a NaCl 1,3M en condiciones LO y OO y pudieron ser 

sincronizadas a un fotoperiodo experimental. En el laboratorio replicamos estos resultados 

en larvas y consideramos útil estudiar este comportamiento en nematodos adultos. Sin 

embargo, como la presencia de hermafroditas es usualmente considerada un problema en 

estudios de largo plazo debido a la continua puesta y eclosión de huevos, se utilizaron 2 

estrategias diferentes para prevenir la reproducción. Primero, utilizamos la cepa TJ1060, 

que es infértil a 25ºC y, además, en otros ensayos agregamos el FUdR a los cultivos para 

volver inviables a los huevos (Mitchell, et al. 1979). De esta manera logramos trabajar 

con cultivos compuestos únicamente por nematodos adultos de todas las cepas 

estudiadas. 

 

C. elegans posee variaciones diarias en la tolerancia a estrés osmótico y oxidativo 

 

 

Los resultados obtenidos en los ensayos de tolerancia a estrés osmótico, que 

muestran un mínimo al comienzo del día, están de acuerdo con los resultados descritos 

sobre ensayos con larvas ((Kippert, et al. 2002) y nuestros propios resultados no 

publicados. Sin embargo, encontramos una gran diferencia en el rango de tolerancia (en 

términos de concentración de NaCl) entre los diferentes estadíos del desarrollo: las larvas 

son capaces de tolerar NaCl 1,3M, mientras que los adultos no sobreviven cuando se 

enfrentan a concentraciones mayores a 0,5M (en nematodos crecidos en medio 

enriquecido con peptona con NaCl 21mM) (Solomon, et al. 2004). En la naturaleza, a 

medida que la temperatura aumenta, la desecación también lo hace; sería de esperar 

una mayor tolerancia a estrés osmótico durante el día. 

A partir de este resultado, se buscó describir con mayor profundidad esta respuesta 

analizando el comportamiento de la cepa AM1, que corresponde a una sustitución de una 

única base (a/g – mutante/salvaje) en el gen osr-1, y está caracterizada como una cepa 

con alta resistencia a estrés (Solomon, et al. 2004). Este fenotipo correlaciona muy bien 
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con nuestros resultados, dado que el ritmo diario en estrés osmótico se ve abolido en 

mutantes osr-1(rm1). Para poder estudiar si la ritmicidad estaba realmente abolida o si la 

concentración era insuficiente para que las variaciones aparecieran se construyó una 

nueva curva DL50 (datos no mostrados) y se repitió el ensayo con NaCl 450mM. A esta 

concentración, las variaciones diarias seguían observándose en la cepa control (con 

una marcada disminución del número de animales responsivos al TAP, comparados con la 

respuesta a 350mM), pero ahora también eran evidentes en la cepa AM1, sugiriendo que 

la ritmicidad no estaba siendo realmente abolida y que la respuesta estaba siendo 

enmascarada (en otras palabras, una concentración de NaCl 350mM estaba por debajo 

del umbral necesario para que los ritmos de tolerancia pudieran observarse). 

Además, también estudiamos un mutante de gpdh-1 que posee una deleción de 

1227pb. En este caso se esperaba encontrar una disminución de la tolerancia a estrés. Sin 

embargo, los mutantes no mostraron diferencias significativas con respecto a la cepa 

control. Al realizar un estudio bioinformático, observamos que sólo el N-terminal de la  

proteína se ve afectado y que la proteína mutante posee los motivos que corresponden 

a la enzima glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa, lo cual nos llevó a pensar que la proteína 

continuaba siendo funcional. Un trabajo reciente (Lamitina, et al. 2006) demostró que 

aunque la tasa de acumulación de glicerol mediada por hipertonicidad se ve enlentecida 

en esta cepa mutante, los niveles de glicerol, tanto bajo condiciones normales como de 

estrés salino, eran similares en los mutantes y en los nematodos salvajes. 

Además de analizar la respuesta a estrés osmótico, también se estudió la respuesta 

frente a un agente inductor del estrés oxidativo (peróxido de hidrógeno).  Las especies 

reactivas del oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) pueden ser generadas por exposición 

a luz UV y/o por el normal funcionamiento de la mitocondria. En este sentido, la 

generación de ROS puede incrementarse cuando los nematodos están más activos, ya 

que los animales que viven bajo tierra no están usualmente expuestos a la luz solar, que 

es la fuente natural de luz UV. En nuestro laboratorio y otros (Saigusa, et al. 2002; 

Simonetta y Golombek 2007) se ha encontrado que estos nematodos son más activos 

durante la transición noche-día, mientras que el mínimo de actividad locomotora es 

observado durante la transición día-noche. Este patrón de actividad correlaciona bien 

con el patrón rítmico observado para la tolerancia a estrés oxidativo, el cual puede estar 

relacionado con la producción endógena de ROS en respuesta a la actividad metabólica. 

Ambos patrones rítmicos parecen tener un periodo circadiano de menos de 24 h 

(20,6 h y 20,3 h, patrones osmótico y oxidativo, respectivamente) según se determinó por 

un ajuste de forma de onda. Sin embargo se debería incrementar la tasa de toma de 

muestras para obtener una estimación más precisa del periodo circadiano. 

Resulta interesante notar que estos dos comportamientos parecen estar en antifase. 

El análisis de Cosinor indica que la acrofase del ritmo de tolerancia a estrés osmótico se 
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encuentra cercano a ZT13 (LO) y CT13 (OO), mientras que los máximos para tolerancia a 

estrés oxidativo se encontraron a ZT24 (LO) y CT2 (OO), lo cual sugiere un mecanismo 

de control genético diferente para ambas variables. Esta regulación puede estar localizada 

a nivel de un reloj circadiano aún desconocido, o bien a nivel de sus vías de salida. Esto 

también implica que los ritmos no están afectados por un ritmo de alimentación intrínseco. 

La maquinaria de respuesta a estrés involucra muchos cambios a nivel 

transcripcional, traduccional y enzimáticos. En este sentido, hemos estudiado los niveles 

de expresión de genes relacionados con la respuesta a estrés en esta especie y 

encontramos que los niveles de gpdh-1 y gpx son más altos por la noche. Al 

comparar esto con los ritmos de comportamiento observados, la variación en la 

abundancia relativa de ARNm de gpdh-1 correlaciona con los ritmos de tolerancia a 

estrés osmótico, mientras que los niveles de ARNm de gpx están inversamente 

relacionados a lo observado en respuesta a un agente oxidante. Más estudios son 

necesarios para poder entender la relación entre los ritmos transcripcionales y los de 

comportamiento. Si existen ritmos a nivel de proteína, los niveles de ARNm no necesitan 

estar en la misma fase que los niveles de los productos que codifican o sus actividades, 

los cuales van a afectar directamente el comportamiento observado. Lo mismo vale para la 

actividad de las enzimas codificadas por estos genes, cuyos ritmos no necesariamente van 

a estar determinados por la tasa de expresión. 

En este trabajo hemos demostrado la existencia de ritmos diarios de tolerancia 

a estrés abiótico en el nematodo adulto Caenorhabditis elegans. Sin embargo, el 

mecanismo responsable de transducir el tiempo circadiano a respuestas de estrés no se 

encuentra completamente entendido. Se sabe que la maquinaria celular de respuesta a 

estrés está regulada a nivel neuronal a través de vias neuroendócrinas (Guarente y 

Kenyon 2000; Kops, et al. 2002; Lee, et al. 2003; Hwangbo, et al. 2004; Liang, et al. 

2006). En C. elegans muchos genes, incluyendo a daf-16 y tph-1 (implicados en la 

producción de serotonina), están involucrados en la regulación neuroendócrina de la 

respuesta a estrés (Baumeister, et al. 2006; Liang, et al. 2006). Aún debe demostrarse que 

estos u otros genes estén involucrados en el control circadiano de comportamientos de 

tolerancia a estrés. 

Otra pregunta que queda por contestar es cómo son sincronizados los ritmos por luz. 

Se sabe que C. elegans responde a luz visible (540nm) a intensidades tan bajas como 40 

lux (Burr 1985) y también a luz UV cercana (Edwards, et al. 2008; Ward, et al. 2008; 

Garrity 2010; Liu, et al. 2010). Además, se sabe que esta vía de sincronización es 

relevante para los ritmos circadianos de C. elegans, que pueden ser entrenados por ciclos 

de luz-oscuridad (Kippert, et al. 2002; Saigusa, et al. 2002; Simonetta y Golombek 2007; 

Simonetta, et al. 2008; Simonetta, et al. 2009; Migliori, et al. 2011a; Migliori, et al. 

2011b; Romanowski, et al. 2011) y temperatura (Simonetta, et al. 2009; Olmedo, et al. 

2012) a través de mecanismos desconocidos. Los ritmos circadianos se han encontrado en 
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organismos que viven en condiciones extremas, incluyendo debajo de la tierra y del agua, 

por lo que el problema de registrar señales cíclicas débiles del medio ambiente es 

definitivamente relevante para la supervivencia de los organismos. 

En resumen, en este capítulo se ha demostrado la existencia de ritmos diarios y 

circadianos de tolerancia a 2 tipos de estrés abiótico en nematodos adultos de la especie 

Caenorhabditis elegans, que parecen estar relacionados a genes específicos de la vías de 

respuesta a estrés. Estos ritmos le permiten a los nematodos afrontar los cambios diarios 

en los niveles de humedad y generación de ROS que se dan debido a la sucesión 

periódica del día y la noche. En la figura 1.4.1 se puede observar un resumen de los 

resultados de este capítulo. Allí se visualiza claramente la diferencia temporal en la 

resistencia a estrés osmótico y oxidativo, que podria representar una ventaja adaptativa y 

predictiva frente a los cambios ambientales a los que se enfrenta el nematodo 

cotidianamente. 

Asimismo, las variaciones cíclicas que pueden representar estímulos estresantes 

para C. elegans no se limitan a factores abióticos, sino que también pueden enfrentarse a 

desafíos bióticos, los cuales serán el tema del capítulo siguiente. 

 

 
 
 

Figura 1.4.1. Distribución de acrofases 

de los diferentes ritmos estudiados. En 

esta figura se observan las diferentes 

acrofases (puntos máximos), ya sea de 

tolerancia a un tipo de estrés o de 

expresión de ARNm de los diferentes 

ritmos estudiados en el capítulo 1. A 

modo de comparación se muestran 

también el pico de actividad locomotora y 

el pico de síntesis de melatonina 



 
 
 

 
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

Capítulo 2 

 

Ritmos circadianos de respuesta a estrés biótico 

 
Introducción 

 
 

En el capítulo anterior se describieron ritmos circadianos de tolerancia frente a 2 tipos de 

estrés abiótico: estrés osmótico y estrés oxidativo. Estos ritmos se presentaron en antifase, 

siendo los nematodos más sensibles al estrés osmótico durante el día y, más sensibles al 

estrés oxidativo durante la noche, lo que podría indicar una adaptación a un ambiente cíclico 

en su hábitat natural. 

Existen diversos agentes capaces de causar estrés abiótico; sin embargo, en la 

naturaleza este nematodo no sólo se encuentra con este tipo de agentes estresantes: 

Caenorhabditis elegans habita los suelos y coexiste con una gran variedad de microbios y se 

alimenta de ellos (Blanc, et al. 2006); sin embargo, a lo largo de su evolución, algunos 

microbios han desarrollado mecanismos para defenderse de los nematodos. En el caso de C. 

elegans, los efectos patogénicos pueden ser divididos en dos categorías, que no son 

mutuamente excluyentes. En una, los nematodos se infectan y la presencia de microbios 

vivos dentro del animal o en su cutícula correlaciona con la muerte o enfermedad. En el otro 

caso, productos secretados por los microbios son los responsables de los síntomas 

observados (Darby, et al. 1999; Mahajan-Miklos, et al. 1999; Tan, et al. 1999a; Tan, et al. 

1999b; Gallagher y Manoil 2001; Darby 2005). 

Las pseudomonas, como Pseudomonas aeruginosa o Pseudomonas fluorescens, son 

bacterias gram negativas que, bajo ciertas circunstancias, se vuelven virulentas hacia 

diversos organismos. Ambas pueden ser encontradas en muestras de suelo y las infecciones 

o toxinas liberadas por ellas podrían ejercer un estrés biótico sobre C. elegans. Varios 

estudios han empleado a C. elegans como un modelo de virulencia simple de infección por P. 

aeruginosa (Darby, et al. 1999; Mahajan-Miklos, et al. 1999; Tan, et al. 1999a; Tan, et al. 

1999b; Gallagher y Manoil 2001). Como fue mencionado, este modelo presenta dos tipos de 

efectos patogénicos sobre los nematodos. En uno de ellos, P. aeruginosa lentamente 

coloniza el intestino del huésped y eventualmente lo mata en cuestión de días (Tan, et al. 

1999a) (Figura 2.1.1A). El otro modo descrito involucra la  rápida parálisis y muerte de los 

nematodos en pocas horas (Figura 2.1.1B). Dependiendo del medio de cultivo empleado, este 

efecto recibe el nombre de “muerte rápida” (Darby, et al. 1999; Tan, et al. 1999a) o “muerte 

paralizante” (Gallagher y Manoil 2001). Ambos tipos de muerte rápida son mediados por 

toxinas secretadas por P. aeruginosa y las diferencias pueden deberse a variaciones a nivel 

génico y condiciones de crecimiento de distintas cepas de esta bacteria. El compuesto volátil 

cianuro de hidrógeno (HCN) ha sido identificado como uno de los principales factores 

involucrados en la muerte rápida de los nematodos (Gallagher y Manoil 2001). 
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Figura 2.1.1. Efectos patogénicos de P. aeruginosa sobre C. elegans. En las figuras A y B 

pueden  observarse  los  dos  tipos  de  efectos  patogénicos  descriptos  para  P.  aeruginosa. 

Cinética de la muerte de los nematodos por los mutantes de P. aeruginosa gacA (mutante para 

la producción de metabolitos secundarios; paneles A y B), gacA SW7-4 (otro mutante deficiente 

en la producción de metabolitos secundarios; paneles A y B) comparados con el aislamiento 

salvaje PA14 (cuadrado abierto) bajo condiciones de muerte lenta (izquierda) y rápida 

(derecha). Adaptado de  (Tan, et  al.  1999a). En  las  figuras C  y  D,  puede  observarse la 

colonización del intestino de C. elegans por una cepa de P. aeruginosa que expresa la proteína 

fluorescente verde, GFP. Adaptado de (Wareham, et al. 2005). 

 

 
 
 

La cepa CHA0 de Pseudomonas fluorescens, aislada de suelo, es capaz de proteger 

las raíces de diferentes especies de plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas de los efectos 

deletéreos de varios hongos patogénicos y de matar e inhibir la eclosión de huevos del 

nematodo del nudo de raíz, Meloydogine incognita (Siddiqui, et al. 2005). Estas propiedades 

de biocontrol dependen de la producción de una serie de compuestos extracelulares que 

incluyen a los antibióticos diaceitlfluoroglucinol (DAPG), pirrolnitrina y pioluteorina; HCN y la 

metaloproteasa AprA (Haas y Keel 2003). Resulta interesante hacer notar que la síntesis de 

estos productos es inducida en condiciones de alta densidad celular por la cascada 

regulatoria postranscripcional Gac/Rsm, que asegura una secreción coordinada de los 

metabolitos (Valverde y Haas 2008). Esta cascada está regulada por el sistema de 2 

componentes GacS/GacA que induce la transcripción de tres ARNs regulatorios (RsmX, 

RsmY y RsmZ), y que se unen a las proteínas represoras traduccionales RsmA y RsmE. De 

esta manera, la represión traduccional de ARNms involucrados en la producción de 
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metabolitos secundarios es liberada de una manera coordinada (Figura 2.1.2) (Valverde y 

Haas 2008). Por ende, mutantes gacS, gacA o rsmXYZ no son capaces de secretar 

antibióticos, HCN o la proteasa AprA y pierden sus capacidades de biocontrol (Laville, et al. 

1998; Zuber, et al. 2003; Kay, et al. 2005). Recientemente se ha demostrado que la 

producción de metabolitos dependiente de Gac/Rsm es necesaria para evitar la depredación 

por protistas del suelo (Schlimme, et al. 1999; Jousset, et al. 2006) y para mejorar la 

competitividad de CHA0 en la rizósfera bajo presiones predatorias de protistas y nematodos 

(Jousset, et al. 2008b; Jousset, et al. 2009; Pedersen, et al. 2009). En el aislamiento 

biocontrol Pseudomonas cepa DSS73, el sistema GacS/Rsm también es fundamental para 

escapar a la depredación por nematodos Caenorhabditis elegans (Bjornlund, et al. 2009). Por 

ende, cepas biocontrol como CHA0 y DSS73 pueden representar agentes de estrés biótico 

para predadores del suelo, como son los protozoos bacterívoros y los nematodos, 

dependiendo del funcionamiento de la cascada Gac/Rsm. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2.1.2. Esquema sintético de la vía GacS/GacA. El sistema de dos componentes 

GacS/GacA induce la transcripción de tres ARNs regulatorios, RsmX, RsmY y RsmZ, que se 

unen a las proteínas represoras traduccionales RsmA y RsmE, desinhibiendo la producción de 

metabolitos secundarios con propiedades de biocontrol. Adaptado de (Valverde, et al. 2003; 

Valverde y Haas 2008). 

 

 
 
 

De acuerdo a lo expuesto, se sabe que Pseudomonas aeruginosa es capaz de infectar a 

C. elegans y matarlo en cuestión de días (muerte lenta) u horas (muerte rápida). Por otro 

lado, también se sabe que este nematodo coexiste en el suelo con Pseudomonas fluorescens 

(Grewal 1991). Esta bacteria es utilizada como un biocontrol de hongos y de, al menos, una 

especie de nematodos. Por lo tanto, es probable que esta bacteria pueda defenderse del 

comportamiento depredatorio por parte de C. elegans, causando un estrés sobre los 

nematodos. Existen numerosas evidencias acerca de ritmos en diversas funciones 

bacterianas (Kondo, et al. 1993; Iwasaki y Kondo 2004; Golden 2007; Johnson 2007; 

Soriano, et al. 2010; Qian, et al. 2012), lo que da pie a la hipótesis de que los efectos 
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deletéreos sobre otros organismos podrían también tener características cíclicas. Así, es de 

esperar que C. elegans haya desarrollado mecanismos de defensa predictivos y adaptativos 

en respuesta al estrés causado por microorganismos. En este capítulo estudiaremos los 

efectos de la exposición a bacterias P. fluorescens y si dichos efectos varían de acuerdo al 

estado del reloj endógeno de C. elegans. 

 
 

Materiales y métodos 
 
 
Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 

 
 

En este trabajo se usaron las cepas de Escherichia coli HB101 (contiene el plásmido 

de movilización pME497), OP50 (utilizada como alimento de  C. elegans)  y DH5α 

(contiene el plásmido pME3013 que codifica para el operón hcn de Pseudomonas 

fluorescens) (tabla 2.2.1). Las cepas de Pseudomonas fluorescens utilizadas fueron CHA0 

(aislamiento salvaje), CHA19 (mutante GacS, no produce metabolitos secundarios), CHA77 

(carece del operón hcn), CHA207 (posee una deleción en el operón hcn), CHA631 (no 

produce el antibiótico DAPG), CHA1012 (no produce el antibiótico PLT), CHA1018 (no 

produce los antibióticos DAPG y PLT), CHA1144 (mutante rsmX, rsmY y rsmZ, no produce 

metabolitos secundarios), CHA77+ (cepa CHA77 complementada con el plásmido pME3013), 

CHA207+ (cepa CHA207 complementada con el plásmido pME3013), ARQ1 (cepa CHA0 que 

expresa GFP), ARQ2 (cepa CHA19 que expresa GFP). Todas las cepas de Pseudomonas 

fluorescens empleadas poseen el background genómico de CHA0 (tabla 2.2.1). También se 

empleó la cepa salvaje Hex1T de Pseudomonas aeruginosa (tabla 2.2.1). 

Los medios de cultivo empleados fueron agar de infusión de cerebro y corazón (BHI, 

brain heart infusion), agar nutritivo (NG, nutrient agar), cultivo líquido BHI y cultivo líquido LB. 

En los casos en que debían mantenerse plásmidos en las cepas, se suplementaron  los  

medios con 125mg/ml de tetraciclina (para P. fluorescens) o 40mg/ml de tetraciclina (para E. 

coli). Las temperaturas de incubación de rutina fueron 28ºC para P. fluorescens y 37ºC 

para E. coli y P. aeruginosa. P. fluorescens fue crecida a 35ºC para mejorar su capacidad 

de aceptar ADN heterólogo en los ensayos de “mating” triparentales. Para complementar a los  

mutantes hcn, el plásmido pME3013 de E. coli DH5α fue movilizado a las cepas CHA77 y 

CHA207 en “matings” triparentales, usando a la cepa HB101/pME497 de E. coli como la cepa 

movilizadora (Voisard, et al. 1989a). Se utilizó cloranfenicol a una concentración de 20mg/ml 

para realizar una contra selección de E. coli en los ensayos de mating. Los conjugantes de 

P. fluorescens aparecieron luego de 48 hs de incubación y fueron chequeados para pureza y 

recuperación del fenotipo de producción de HCN. 

 

Cepas de nematodos y condiciones de cultivo 

 
La cepa de Caenorhabditis elegans empleada en este trabajo fue la TJ1060, un 
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mutante spe-9(hc88)I; fer-15(b26)II de la cepa N2 (Caenorhabditis Genetics Center). 

Esta cepa, que es sensible a temperatura y estéril por encima de los 20ºC, se empleó 

para poder mantener una población adulta homogénea para realizar los diferentes ensayos 

(Fabian y Johnson 1994). Los stocks de nematodos fueron mantenidos en placas de Petri de 

10 cm de diámetro, con medio NGM agar y un césped de E. coli OP50, a 16ºC en ciclos de 

luz:oscuridad (LO) 12 hs : 12 hs (Epstein, et al. 2001). Para poder obtener nematodos adultos 

día 1 para cada ensayo, nematodos fueron transferidos a 4 placas de NGM agar y cultivados 

durante 4 días a 18,5ºC y ciclos LO 12 hs : 12 hs y luego sincronizados por el método de 

cloro (Lewis y Fleming 1995b) la 5ta mañana. Los huevos obtenidos fueron resuspendidos 

en 3,5ml de buffer M9 + 35μl de antibiótico antimicótico GIBCO en un erlenmeyer de 50ml e 

incubados hasta el día siguiente a 18,5ºC, 105rpm y condiciones LO 12 hs : 12 hs. La 

mañana del 6to día se contaron las larvas L1 y aproximadamente 3000 nematodos fueron 

transferidos a placas individuales de NGM-agar de 10 cm de diámetro con césped de E. coli 

OP50. Estas placas fueron luego cultivadas a 25,3ºC en condiciones de LO 12 h : 12 h hasta 

que los nematodos llegaron al estadío adulto día 1. 

 

Ensayo de muerte rápida paralítica de nematodos 
 

Los ensayos de muerte rápida paralítica fueron llevados a cabo en placas BHI-agar de 6 

cm de diámetro, conteniendo 10ml de BHI agar. Cultivos saturados de P. fluorescens, 

crecidos en medio BHI líquido, fueron diluidos 1/50 en BHI y esta dilución fue luego utilizada 

para esparcir 50µl en cada placa. Luego de que las placas BHI fueran incubadas 24 hs a 

28ºC, nematodos adultos día 1 fueron colectados con buffer M9 y una alícuota de 50μl 

(conteniendo 20 a 100 animales adultos) fue sembrada sobre el césped de P. fluorescens. 

La placa fue luego incubada a 25,3ºC con la tapa sellada con parafilm (“sellada”) o sin la tapa 

(“abierta”). La muerte rápida por parálisis fue luego evaluada en una lupa estereoscópica cada 

hora por un total de 4 horas. Los nematodos fueron considerados muertos si no respondían al 

estímulo de golpear suavemente la placa contra la base de la lupa (Darby, et al. 1999). 

Luego del ensayo se comprobó que los nematodos que aparecían como totalmente 

paralizados no respondían a estímulos mecánicos. 

 

Ensayo de muerte lenta de nematodos 
 

Los ensayos de muerte lenta fueron llevados a cabo en placas de Petri de 10 cm de 

diámetro con 15ml de NG agar y sembradas con 150 µl de una dilución 1/50 en BHI de un 

cultivo líquido saturado de P. fluorescens. Luego de que las placas fueran incubadas por 24 

horas a 28ºC, nematodos adultos día 1 fueron colectados con buffer M9 y una alícuota de 50 

µl (conteniendo 40 a 100 animales) fue sembrada sobre cada placa. Cada placa fue luego 

incubada a 25,3 ºC con la tapa puesta, pero sin sellar con parafilm, y la muerte de los 

nematodos fue evaluada mediante una lupa estereoscópica (Tan, et al. 1999a; Tan, et al. 

1999b; Lujan, et al. 2007). Los nematodos fueron considerados muertos si no respondían al 
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estímulo de golpear suavemente la placa contra la base de la lupa. Nuevamente se 

comprobó que luego del ensayo los nematodos que aparecían como totalmente paralizados 

no respondían a estímulos mecánicos. 

 

Ensayo de muerte por exoproductos volátiles 
 

Los nematodos fueron colocados en una placa de BHI-agar de 3,5 cm de diámetro que 

contenía un césped de E. coli OP50. Esta placa fue colocada, sin tapa, dentro de una placa 

de BHI-agar de 10 cm de diámetro, que contenía un césped de P. fluorescens. De esta 

manera, sólo los productos volátiles producidos por la cepa de P. fluorescens serían capaces 

de llegar a los nematodos que se encontraban dentro de la placa de 3,5 cm de diámetro. 

Una vez que los nematodos fueron colocados sobre el césped de E. coli OP50, la placa de 10 

cm de diámetro fue sellada con parafilm y la muerte rápida por parálisis fue evaluada como se 

describió más arriba. 

 

Ensayo de muerte mediada por HCN 

 
Los nematodos fueron colocados en una placa de BHI-agar de 3,5 cm de diámetro sin 

tapa y colocados dentro de una placa vacía de 10 cm de diámetro. Una tapa invertida de 3,5 

cm de diámetro, conteniendo alícuotas separadas de 0,18 M de HCl y una masa definida 

de KCN disuelta en 0,09 M de NaOH, fue también colocada dentro de la placa de 10 cm de 

diámetro. Luego de sellar la placa de 10 cm de diámetro con Parafilm, se mezclaron las 

gotas de HCl y KCN/NaOH inclinando la placa, liberando así el gas HCN. La muerte rápida 

por parálisis fue evaluada como se describió más arriba. 
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Cepa Descripción Referencia 

 
 

C. elegans 
 

TJ1060 mutante de C. elegans (spe-9(hc88)I; fer-15(b26)II) sensible a la 
temperatura (estéril por encima de 20C) 

 
(Fabian y Johnson 

1994) 

 
E. coli 

 
DH5α cepa de laboratorio para clonados. recA1 endA1 hsdR17 deoR thi-1 supE44 

gyrA96 relA1 ∆(lacZYA-argF)U169 (φ80dlacZM15) 

 
(Sambrook, et al. 

2001) 
 

HB101 cepa de laboratorio para cruzamientos. hsdS recA proA2 leu-6 ara-14 galK2 

lacY1 xyl-5 mtl-1 rpsL20 thi-1 supE44 
(Sambrook, et al. 

2001) 
 

OP50 cepa de laboratorio para mantenimiento de C. elegans. Auxótrofo de uracilo (Brenner 1974) 

 
 

P. aeruginosa 
 

Hex1T salvaje, aislada de suelo contaminado con hidrocarburos (Pezza, et al. 2002) 

 
 

P. fluorescens  

ARQ1 miniTn7-gfp1 en el sitio attTn7 de CHA0; Km
R 

(Jousset, et al. 2006) 

ARQ2 miniTn7-gfp1 en el sitio attTn7 de CHA19; Km
R 

(Jousset, et al. 2006) 

CHA0 salvaje, DAPG
+
, PLT

+
, PRN

+
, HCN

+
, AprA

+ 
(Voisard, et al. 1994) 

CHA19 ΔgacS, DAPG
-
, PLT

-
, PRN

-
, HCN

-
, AprA

-   
(Zuber, et al. 2003) 

CHA77 ΔhcnABC, DAPG
+
, PLT

+
, PRN

+
, HCN

-
, AprA

+   
(Laville, et al. 1998) 

CHA77+ cepa CHA77 complementada con el plásmido pME3013 (hcnABC
+
)  Este estudio 

CHA207 hcnA‟-„lacZ, DAPG
+
, PLT

+
, PRN

+
, HCN

-
, AprA

+  
(Blumer, et al. 1999) 

CHA207+ cepa CHA207 complementada con el plásmido pME3013 (hcnABC
+
)  Este estudio 

CHA631 ΔphlA, DAPG
-
, PLT

++
, PRN

+
, HCN

+
, AprA

+ 
(Schnider-Keel, et al. 

2000) 
CHA1012 pltB::Tn5, Km

r
, DAPG

++
, PLT

-
, PRN

+
, HCN

+
, AprA

+ 
(Baehler, et al. 2005) 

CHA1018 pltB::Tn5, Km
r
, ΔphlA, DAPG

-
, PLT

-
, PRN

+
, HCN

+
, AprA

+ 
(Baehler, et al. 2005) 

CHA1144 ΔrsmX ΔrsmY ΔrsmZ, DAPG
-
, PLT

-
, PRN

-
, HCN

-
, AprA

-      
(Kay, et al. 2005) 

 
 

Plásmidos 
 

pME3013 pVK100 con un fragmento genómico HindIII de 8-kb de P. fluorescens 
CHA0 conteniendo los genes hcnABC para la biosíntesis de HCN; replicón 
IncP; RK2 Mob; Tc

R 
Km

R
 

 
(Voisard, et al. 1989b) 

pME497 plásmido de movilización, IncP-1, Tra; RepA
- 
(Ts); Ap

R 
(Voisard, et al. 1988) 

 

 

Tabla 2.2.1. Cepas y plásmidos usados en este trabajo 
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Resultados 

 

Muerte lenta de C. elegans por P. fluorescens 

 

Se ha demostrado previamente que P. aeruginosa exhibe 2 formas de matar 

nematodos de la especie C. elegans (Darby, et al. 1999; Mahajan-Miklos, et al. 1999; Tan, 

et al. 1999a; Tan, et al. 1999b; Gallagher y Manoil 2001; Darby 2005). Para determinar si 

P. fluorescens también mostraba estos 2 tipos de comportamientos se realizaron ensayos 

similares a los reportados. En los ensayos de “muerte lenta”, se observó un 50% de 

letalidad de los nematodos luego de 4 días de incubación para el aislamiento natural P. 

aeruginosa Hex1T. En el caso de P. fluorescens, este mismo porcentaje de letalidad se 

observó a los 6 días para la cepa salvaje CHA0 y, luego de 7 días para la cepa CHA207 

(mutante para la producción de HCN). Sin embargo, la cepa CHA19 (un mutante GacS) no 

mató a los nematodos y fue indistinguible de las placas control que contenían bacterias E. 

coli OP50, usadas normalmente como fuente de alimento de los nematodos (Figura 2.3.1). 

La cepa Hex1T de P. aeruginosa fue utilizada como control positivo, ya que se ha 

reportado que induce “muerte lenta” de C. elegans (Lujan, et al. 2007). Con este ensayo 

hemos encontrado que la cepa P. fluorescens CHA0 es capaz de mostrar el 

comportamiento de “muerte lenta” y que el gen gacS es necesario para este tipo de 

muerte. La imposibilidad de producir HCN gaseoso disminuyó levemente la toxicidad de 

CHA0 (Figura 2.3.1). 

Para evaluar si las bacterias estaban colonizando el intestino de C. elegans durante 

este ensayo, se emplearon las cepas ARQ1 y ARQ2, que son cepas marcadas con GFP, 

derivadas de CHA0 y CHA19, respectivamente (Tabla 2.2.1). Ambas cepas reprodujeron 

las curvas de muerte lenta de sus cepas parentales isogénicas (datos no mostrados). Se 

encontraron bacterias de la cepa ARQ1, pero no de la cepa ARQ2, colonizando el intestino 

de los nematodos luego de 48 hs de exposición (Figura 2.3.2). Resulta interesante notar 

que la colonización del intestino por la cepa ARQ2 sólo pudo observarse luego de 168 hs 

de exposición (Figura 2.3.2D). 
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Figura 2.3.1. Muerte lenta de C. elegans por Pseudomonas sp. Nematodos adultos día 1 

de la cepa TJ1060 fueron expuestos a P. aeruginosa Hex1T (círculo cerrado), P. 

fluorescens CHA0 (circunferencia), P. fluorescens CHA19 (triángulo cerrado invertido, 

∆gacS), P. fluorescens  CHA207 (triángulo abierto, HCN
-
) y E. coli OP50 (cuadrado cerrado) 

en condiciones de muerte lenta. Los nematodos fueron considerados muertos si no 

respondían cuando la placa se golpeaba repetidamente contra la platina de la lupa. Cada 

punto representa el nivel promedio de nematodos responsivos basado en 5 ensayos 

separados. 

 

 

Muerte rápida paralítica de C. elegans 

 

Otro tipo de muerte exhibida por P. aeruginosa es la muerte rápida paralítica 

(Gallagher y Manoil 2001). Los ensayos con P. fluorescens revelaron que tanto P. 

aeruginosa Hex1T como P. fluorescens CHA0 matan a C. elegans. En este ensayo, la  

cepa CHA0 resultó mucho más agresiva que la cepa Hex1T (Figura 2.3.3). P. fluorescens 

CHA19 y E. coli OP50 no produjeron muerte paralítica de los nematodos (Figura 2.3.3). 

Nuevamente, la cepa salvaje CHA0 es capaz de matar a C. elegans bajo condiciones 

de muerte rápida, pero el mutante gacS resulta inocuo para los nematodos. La cepa 

CHA1144 de P. fluorescens, un mutante que no expresa los tres ARNs pequeños y 

regulatorios dependientes de GacS/GacA requeridos para la activación de la sintesis de 

exoproductos, reprodujo el comportamiento del mutante gacS CHA19 (datos no 

mostrados). 

En ensayos de colonización sólo se encontraron células de P. fluorescens ARQ1 en 

la faringe de los nematodos (Figura 2.3.5). No se detectó fluorescencia en el intestino en 

ensayos de muerte rápida (datos no mostrados). Ambas cepas, ARQ1 y ARQ2, 

reprodujeron las curvas de muerte rápida paralítica de sus cepas parentales isogénicas 

(datos no mostrados). 
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Figura 2.3.2. P. fluorescens coloniza el intestino de C. elegans bajo condiciones de 

muerte lenta. Nematodos C. elegans TJ1060 adultos día 1 fueron expuestos a (A) P. 

fluorescens ARQ1 (CHA0 marcadas con GFP), (B) P. fluorescens ARQ2 (mutante gacS CHA19 

marcado con GFP), (C) E. coli OP50, luego de 48 h de exposición, o (D) P. fluorescens ARQ2 

(mutante gacS CHA19 marcado con GFP) luego de 168 h  de exposición, en ensayo en 

condiciones de muerte lenta. Las imágenes fueron tomadas en un microscopio óptico bajo luz 

blanca, luz UV y un filtro de 490nm o una combinación de ambas fuentes de luz y un filtro de 

490nm. Células de P. fluorescens CHA0 fueron detectadas en el intestino de C. elegans y en el 
 

corpus de los nematodos (faringe). 
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Figura 2.3.3. Muerte rápida paralítica de C. elegans por Pseudomonas sp.  Nematodos 

adultos día 1 de C. elegans TJ1060 fueron expuestos a  P.  aeruginosa Hex1T (círculo 

cerrado), P. fluorescens CHA0 (circunferencia), el mutante gacS CHA19 (triángulo cerrado) o 

E. coli OP50 (triángulo abierto) en condiciones de ensayo de muerte rápida paralítica. Los 

nematodos fueron considerados muertos si no respondían cuando la placa se golpeaba 

repetidamente contra la platina de la lupa. Cada punto representa el nivel promedio de la 

tasa de nematodos responsivos basado en 3 ensayos separados, cada uno con 3 réplicas 

biológicas. 
 

 
 
 
 

El cianuro es uno de los factores más importantes que afectan la virulencia P. 

fluorescens hacia C. elegans. 

 

 

El siguiente objetivo fue identificar los metabolitos producidos por P. fluorescens CHA0 

responsables de la parálisis observada en C. elegans. Para esto, se repitieron los ensayos de 

muerte rápida usando diferentes mutantes afectados en la producción de metabolitos 

secundarios (Tabla 2.2.1; Figura 2.3.4). El mutante CHA631, incapaz de producir DAPG, se 

comportó como la cepa CHA0, indicando la ausencia de toxicidad por DAPG en este ensayo. 

Los mutantes CHA1012 y CHA1018, deficientes en producción de pyoluteorina, mostraron un 

efecto levemente menor en los nematodos que aquél mostrado por CHA0 (Figura 2.3.4), 

sugiriendo una contribución parcial de la pyoluteorina al fenotipo de muerte rápida. Resulta 

interesante notar que la cepa mutante para la producción de HCN, CHA207, exhibió una 

habilidad significativamente menor de parálisis de C. elegans en condiciones de ensayo de 
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“muerte rápida paralítica” (Figuras 2.3.4 y 2.3.6). Esta observación fue confirmada con un 

segundo mutante de producción de HCN (CHA77) isogénico a CHA0 (Figura 2.3.6). 

Luego, se modificó el ensayo para estudiar si el HCN volátil era, efectivamente, el 

compuesto responsable de la parálisis de C. elegans. Esto se realizó de dos maneras: 

primero se repitió el ensayo, pero dejando la placa de Petri abierta y se descubrió que todos 

los nematodos permanecían activos aún después de 4 horas. Segundo, se modificó el ensayo 

de muerte separando físicamente la cepa en estudio de los nematodos C . elegans de tal 

forma que el contacto entre ambos ocurriera sólo a través de la fase gaseosa (ver materiales 

y métodos). De esta manera, se encontró que CHA0 fue capaz de paralizar a los 

nematodos (sólo el 18% de los individuos se mantuvo activo luego de 4 horas de ensayo), 

mientras que CHA19, CHA207 y OP50 no pudieron inducir una reducción en la tasa de 

supervivencia al final del ensayo. 

 
 
 

 

 
 

 

Figura 2.3.4. Toxicidad por antibióticos en muerte rápida paralítica por P. fluorescens. 

Nematodos adultos día 1 de C. elegans TJ1060 fueron expuestos a P. fluorescens CHA0 

(círculo cerrado), al mutante gacS CHA19 (cuadrado cerrado), la cepa mutante HCN
- 
CHA207 

(líneas cruzadas), el mutante DAPG
-  

CHA631 (circunferencia), el mutante PLT
-  

CHA1012 

(cuadrado abierto), el mutante DAPG
-
, PLT

-   
CHA1018 (triángulo abierto) o  E.  coli OP50 

(triángulo cerrado) en condiciones de ensayo de muerte rápida paralítica. Los nematodos 

fueron considerados muertos si no respondían cuando la placa se golpeaba repetidamente 

contra  la  platina  de  la  lupa.  Cada  punto  representa  el  nivel  promedio  de  nematodos 

responsivos basado en 3 ensayos separados. 
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Para confirmar aún más la importancia del HCN en este tipo de muerte, 

complementamos las dos cepas mutantes de producción de HCN diferentes, CHA77 y 

CHA207, con un plásmido multicopia que contenía al operón hcn de CHA0. Un test 

colorimétrico (Gewitz, et al. 1976) demostró que ambas cepas complementadas recuperaron 

la producción de HCN (datos no mostrados). Las cepas complementadas, CHA77+ y 

CHA207+, exhibieron una actividad inductora de parálisis incluso mayor a aquella inducida 

por la cepa salvaje (Figura 2.3.6). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2.3.5. P. fluorescens no infecta el intestino de C. elegans en condiciones de 

muerte rápida paralítica. Nematodos adultos día 1 TJ1060 fueron expuestos a (A) P. 

fluorescens ARQ1 (CHA0 marcada con GFP), (B) P. fluorescens ARQ2 (mutante gacS CHA19 

marcado con GFP) o (C) E. coli OP50, en condiciones de ensayo de muerte rápida paralítica. 

Las fotografías fueron tomadas luego de 2 horas de exposición utilizando un microscopio óptico 

bajo luz blanca, luz UV y un filtro de 490nm o una combinación de ambas fuentes de luz y un 

filtro de 490nm. No se detectó emisión fluorescente dentro del intestino de C. elegans y células 

de P. fluorescens fueron sólo detectadas en el corpus (faringe) de los nematodos. 
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La tolerancia de C. elegans a la muerte rápida paralítica varía a lo largo del día. 

 
Previamente hemos demostrado que C. elegans muestra variaciones diarias en la 

tolerancia a diversos tipos de estrés abiótico (Simonetta, et al. 2008). Esto nos llevó a 

preguntarnos si C. elegans también mostraría variaciones en la tolerancia a un estrés biótico 

como el causado por P. fluorescens CHA0 (figura 2.3.3). Para estudiar esto, realizamos 

ensayos de muerte rápida paralítica en dos momentos distintos del día: a ZT0 (encendido de 

las luces) y ZT12 (apagado de las luces) (Figura 2.3.7). Tanto en el caso de P. aeruginosa 

Hex1T como en el de P. fluorescens CHA0, los nematodos mostraron una tasa más alta de 

parálisis durante la noche (Log-rank (Mantel-Cox) Test, p<0.0001 and Gehan-Breslow-

Wilcoxon Test, p<0.0001) (Figuras 2.3.7A y 2.3.7B). Esto sugiere una susceptibilidad 

diferencial a ambos agentes causantes de estrés biótico a lo largo del día. P. fluorescens 

CHA19 y E. coli OP50 no afectaron la supervivencia de los nematodos a ZT0 y ZT12 (datos 

no mostrados). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2.3.6. Toxicidad del  cianuro de  hidrógeno en  la  muerte rápida  paralítica de 

C. elegans por P. fluorescens. Nematodos C. elegans adultos día 1 fueron expuestos a P. 

fluorescens CHA0 (círculo cerrado), el mutante gacS CHA19 (triángulo abierto), el mutante 

HCN
- 

CHA77 (círculo cerrado), CHA77+ (rombo abierto), el mutante HCN
- 

CHA207 (triángulo 

cerrado), CHA207+ (hexágono abierto) o E. coli OP50 (círculo cerrado) en condiciones de 

ensayo de muerte rápida paralítica. CHA77+ y CHA207+ son mutantes delecionales 

cromosómicos de hcn complementados con un plásmido que contiene el locus hcn de CHA0. 

Los nematodos fueron considerados muertos si no respondían cuando la placa se golpeaba 

repetidamente contra la  platina de  la  lupa. Cada punto representa el  nivel  promedio de 

nematodos responsivos al TAP basado en 3 ensayos separados, cada uno con 3 réplicas 

biológicas. 
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Figura 2.3.7. La tolerancia a muerte rápida paralítica de C. elegans varía a lo largo del día. 

C. elegans TJ1060 mantenidos en condiciones LO (luz:oscuridad) 12 h : 12 h fueron sometidos 

a un ensayo de muerte rápida paralítica por P. aeruginosa Hex1T (A) o P. fluorescens CHA0 

(B) a ZT0 (Zeitgeber Time 0, encendido de luces) y ZT12 (Zeitgeber Time 12, apagado de 

luces). Los nematodos fueron considerados muertos si no respondían cuando la placa se 

golpeaba repetidamente contra la platina de la lupa. Cada punto representa el nivel promedio 

de nematodos responsivos al TAP basado en 3 ensayos separados. P. fluorescens CHA19 y E. 

coli OP50 fueron usados como controles (datos no mostrados). 
 

 
 

Figura 2.3.8. La tolerancia a muerte 

rápida paralítica de C. elegans varía 

en  condiciones constantes. C. 

elegans TJ1060 mantenidos en 

condiciones OO (oscuridad constante) 

fueron sometidos a un ensayo de 

muerte rápida paralítica por P. 

fluorescens CHA0 a CT0 (Circadian 

Time 0, día subjetivo) y CT12 

(Circadian Time 12, noche subjetiva). 

Cada punto representa el nivel 

promedio de  nematodos responsivos 

al TAP basado en  2 ensayos 

separados. P. fluorescens CHA19 fue 

usada como control (datos no 

mostrados). 
 

 
 
 

Este cambio diario en la tasa de parálisis mediada por P. fluorescens se mantuvo bajo 

condiciones  constantes  (a  25,3  ºC),  con  un  pico  a  CT12  (el  momento  previo  al 
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apagado de las luces) (Log rank (Mantel-Cox) Test, p<0,0001), sugiriendo que esta 

susceptibilidad diferencial representa un verdadero ritmo circadiano (Figura 2.3.8). 

 

C. elegans muestra variaciones diarias en la tolerancia a cianuro de hidrógeno. 
 

 

Habiendo encontrado una variación diaria de C. elegans en los ensayos de muerte 

rápida paralítica mediada por ambas especies de Pseudomonas (Figuras 2.3.7A y 

2.3.7B) y habiendo asimismo identificado al HCN como uno de los factores principales del 

efecto observado (Figuras 2.3.4 y 2.3.6), estudiamos la tolerancia de C. elegans a 2 µmoles 

de HCN a ZT0 y ZT12. Se encontró que los nematodos soportan mejor la exposición a HCN 

durante la mañana que durante la noche (Log-rank (Mantel-Cox) Test,  p<0.0001)  (Figura 

2.3.9).  Dosis más altas de  HCN (6  o  12  µmoles)  hacen desaparecer la diferencia diaria 

en toxicidad (Figura 2.3.10). 

 

 

 

Figura 2.3.9. Variación diaria en la 

muerte de C. elegans mediada por 

HCN. Nematodos adultos día 1 TJ1060 

fueron expuestos a 2 moles de gas de 

cianuro de hidrógeno a ZT0 (círculo 

cerrado) o ZT12 (círculo abierto). Los 

nematodos  fueron  considerados 

muertos si no respondían cuando la 

placa se golpeaba  repetidamente 

contra la platina de la lupa. Cada punto 

representa  el  nivel promedio de 

nematodos responsivos al TAP basado 

en 5 ensayos separados. Se utilizó 

Buffer M9 como control (datos no 

mostrados). 
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Figura 2.3.10. Muerte de C. elegans mediada por HCN. C. elegans TJ1060 fueron 
expuestos a 6 µmoles (A) o 12 µmoles (B) de gas HCN a ZT0 (círculo cerrado) o ZT12 
(círculo abierto). Cada punto representa el nivel promedio de nematodos responsivos al 
TAP basado en 2 ensayos diferentes, con 5 réplicas. Se usó Buffer M9 como control (datos 
no mostrados). 

Discusión 

 
Muerte de C. elegans mediada por P. fluorescens 

 
Nuestros resultados muestran que la cepa CHA0 de P. fluorescens es capaz de 

matar eficientemente a nematodos de la especie  C.  elegans  con  una  tasa  similar  a  

P. aeruginosa  Hex1T  en  condiciones  de  ensayo  de  muerte  lenta  (Figura  2.3.1). 

Asimismo, se encontraron bacterias marcadas con GFP (cepa P. fluorescens CHA0) 

dentro del lumen de los nematodos luego de 48 h de exposición, indicando una 

colonización bacteriana. Esto también ha sido observado en el caso de P. aeruginosa (Tan,  

et  al. 1999a) y parece ser característico  de  este  tipo  de  muerte.  También encontramos 

que la cepa CHA19, un mutante gacS que no produce toxinas, no es capaz de matar a C. 

elegans (Figura 2.3.1). Esto nos dice que los metabolitos secundarios dependientes de 

GacS son necesarios para la muerte lenta. Sin embargo, CHA207, una cepa mutante 

deficiente en la producción de HCN, fue capaz de matar a C. elegans a prácticamente la 

misma tasa que la cepa CHA0 (Figura 2.3.1), sugiriendo que el HCN es dispensable para 

este efecto tóxico causado por la cepa CHA0. Como la colonización intestinal fue 

severamente afectada en el mutante gacS, P. fluorescens ARQ2 (CHA19 marcada con 

GFP, figura 2.3.2), parece ser que la producción de metabolitos secundarios ayuda en la 

infección del intestino de C. elegans. 

P. fluorescens CHA0, al igual que P. aeruginosa Hex1T, también exhibe la 

capacidad de inducir “muerte rápida paralítica” de los nematodos (Figura 2.3.3). No se ha 

determinado aún qué causa que P. fluorescens exhiba uno u otro comportamiento. 
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Sólo podemos hipotetizar que la composición del medio parece ser un factor clave 

para determinar el tipo de muerte observado. El medio BHI es una fuente más rica en 

carbono y nitrógeno que el medio NG, por ende la densidad de bacterias alcanzada en el 

medio BHI es más alta. Esto, a su vez, es crítico para la producción de metabolitos 

secundarios en P. fluorescens CHA0, tales como enzimas extracelulares, antibióticos y 

HCN, ya que su síntesis se ve favorecida cuando se activa una cascada regulatoria similar 

al quorum sensing, que es manejada por el sistema de dos componentes GacS/GacA 

(Valverde y Haas 2008). De hecho, la muerte rápida paralítica mostrada por CHA0 es 

inexistente en un mutante gacS (Figura 2.3.3). 

Nuestros datos indican que el HCN  es el factor  principal (o  uno  de  los  

factores principales) involucrado en la muerte rápida paralítica (Figuras 2.3.4 y 2.3.6). Los 

mutantes deficientes en la producción de HCN no logran matar a los nematodos de 

manera tan eficiente como la cepa salvaje y cuando son complementados con el 

plásmido pME3013 (un plásmido multicopia que contiene al operón hcn salvaje) recuperan 

una letalidad aún más alta que la exhibida por la cepa salvaje. Esto puede explicarse por 

el hecho de que se ha mostrado que el plásmido usado para complementar a los mutantes 

incrementa 5 veces la producción de HCN relativa a la cepa salvaje (Voisard, et al. 1989a). 

Nuestros resultados concuerdan con reportes previos que indican que  el HCN es el 

principal responsable  en  la muerte rápida paralítica  por  P.  aeruginosa  (Gallagher  y  

Manoil  2001).  Sin  embargo,  hay  una diferencia en el requisito del sistema regulatorio 

GacS/GacA para la parálisis mediada por HCN entre P. aeruginosa y P. fluorescens: 

mientras que en P. aeruginosa, la muerte rápida no se ve afectada por mutaciones gac 

(Tan, et al. 1999a), nosotros observamos un requerimiento estricto de la cascada Gac/Rsm 

para la muerte rápida paralítica por la cepa CHA0 de P. fluorescens (Figura 2.3.3). Esto 

puede deberse a la regulación diferencial sobre el operón hcn por parte del sistema 

GacS/A. Mientras que en P. aeruginosa la mutación gacA causa una reducción de 3 

veces en la producción de HCN (Kay, et al. 2006), los mutantes gac de P. fluorescens 

CHA0 producen  25 veces menos HCN que la cepa salvaje (Valverde, et al. 2003). 

Resulta interesante notar que un estudio reciente muestra que P. fluorescens CHA0 

es capaz de matar termitas subterráneas de la especie Odontotermes obesus, inhibiendo 

a la citocromo c oxidasa (CCO) de la cadena de transporte de electrones. La inhibición de 

la CCO fue dependiente de la cantidad de HCN producido. En este trabajo también se 

mostró que la deleción del operón hcn de la cepa CHA77 redujo fuertemente la letalidad 

de las termitas (Allada y Chung 2010). Sin embargo, no podemos dejar de lado que el 

HCN puede no ser el único factor importante para este tipo de muerte de C. elegans y 

que algún tipo de sinergia puede ocurrir con alguno de los otros metabolitos  secundarios  

producidos  por  P.  fluorescens. La  pyoluteorina  también parece estar involucrada en 

este proceso, ya que dos mutantes negativos de este antibiótico, CHA1012 y CHA1018, 

mostraron una capacidad ligeramente disminuida para matar a C. elegans comparada con 
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la cepa CHA0 (Figura 2.3.4). Nuestros experimentos apoyan la idea de que P. fluorescens 

mata a C. elegans de una manera similar a la reportada para P. aeruginosa. Sin embargo, 

esto no debe ser tomado como una regla general para pseudomónidos. Pseudomonas sp. 

DSS73 no es capaz de matar  a  C.  elegans  y además  ayuda  a  protegerlo  de  la  

muerte  por  el flagelado Cercomonas en experimentos de microcosmos (Bjornlund, et al. 

2009). 

Las toxinas liberadas por el metabolismo secundario de P. fluorescens CHA0 ayudan 

a prevenir eficientemente la depredación por nematodos. Esto está de acuerdo con 

experimentos de microcosmos (Jousset, et al. 2009) en el cual los nematodos fueron 

colocados junto con poblaciones heterogéneas de P. fluorescens CHA0 y el mutante gacS 

no tóxico CHA19. C. elegans mostró una preferencia por alimentarse con la cepa mutante. 

Sin embargo, en este escenario CHA19 sobrevive aumentando su fitness, ayudándose de 

los exoproductos de la cepa salvaje coexistente. El alimentarse de la cepa no tóxica 

refuerza la producción de toxinas a través del incremento de la frecuencia de CHA0 en la 

población. Esto puede explicar por qué se encuentran frecuentemente en la naturaleza 

bacterias con genes gacS/gacA mutados (Martinez- Granero, et al. 2005; van den Broek, et 

al. 2005). La producción de toxinas es una buena estrategia no sólo para evitar la 

depredación, sino también para aumentar la depredación de otras rizobacterias que 

pueden aparecer más apetecibles, incrementando, por ende, la competitividad (Jousset, et 

al. 2008a). Una respuesta adaptativa a este fenómeno podría ser la predicción de los 

momentos del día en que se deban activar los mecanismos de defensa adecuados, de 

manera de responder de manera cronobiológica. 

 

Variaciones diarias en la muerte rápida paralítica por P. fluorescens 
 

Se ha establecido que C. elegans responde a las infecciones a través de diferentes 

vías: la vía DBL-1, la vía DAF-2/DAF-16, la vía de MAP kinasa y la vía de ERK, así como a 

través del reconocimiento de la infección por la vía de respuesta a estrés (Ewbank 2006). 

En este trabajo mostramos que el HCN es el principal factor involucrado en la muerte 

paralítica de C. elegans. Como hemos demostrado previamente, en el capítulo 1, que C. 

elegans posee variaciones diarias en la tolerancia a estrés abiótico (Simonetta, et al. 

2008), hipotetizamos que quizás también podría haber  variaciones diarias en la 

respuesta a  estrés biótico  causado  por  P. fluorescens y P. aeruginosa. Efectivamente, 

este es el caso: encontramos que la tasa de muerte por parálisis es más elevada durante 

la noche, a ZT12 (horario de apagado de las luces). El significado ecológico de esta 

variación diurna en la resistencia a estrés aún debe ser establecido. Un trabajo reciente 

postula que las diferencias en la expresión de funciones metabólicas y de defensa  

pueden afectar la dinámica de comunidades de nematodos a través de  la interacción con 

su microambiente microbiano (Coolon, et al. 2009). Los autores encontraron que la 
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exposición a diferentes fuentes bacterianas de alimento induce una expresión génica 

diferencial en C. elegans. En acuerdo con esto, la exposición a Pseudomonas sp. altera la 

expresión de genes relacionados a la inmunidad innata, la defensa y el metabolismo en C. 

elegans (Coolon, et al. 2009). Cambios diarios en la expresión de genes podrían entonces 

representar una adaptación a cambios diarios en la abundancia de tipos de bacterias y, a 

su vez, pueden contribuir con la dinámica de poblaciones de los suelos. Asimismo, las vías 

transduccionales relacionadas con la respuesta a metabolitos bacterianos también podrían 

sufrir variaciones periódicas. 

 

La toxicidad del cianuro de hidrógeno varía entre el día y la noche 
 

Para poder entender si las variaciones diarias observadas en la muerte rápida 

paralítica se deben a un respuesta a estrés diferencial frente al HCN, estudiamos la 

tolerancia de C. elegans a diferentes concentraciones de HCN en 2 puntos horarios, ZT0 

(encendido de las luces) y ZT12 (apagado de las luces). Encontramos que los nematodos 

mostraron una mayor susceptibilidad al HCN al anochecer (ZT12), tal como en el 

ensayo de muerte rápida paralítica. Sin embargo, nuestros datos también muestran que a 

concentraciones más altas de HCN esta susceptibilidad diferencial desaparece (Figura 

2.3.10), indicando que la respuesta varía sólo debajo de un umbral determinado.  

Efectivamente,  los ritmos  circadianos  en  respuesta  a  un  compuesto tóxico sólo son 

evidentes en un rango limitado de concentraciones. Si la dosis excede ciertos límites, 

entonces ensayos realizados durante el día y la noche muestran una curva de 

supervivencia similar. Esto se debe a que la dosis empleada excede ampliamente a la 

capacidad moduladora del sistema circadiano del organismo, preparado para responder a 

los niveles de tóxicos usualmente encontrados en la naturaleza. 

 
Conclusiones finales 

 
En este capítulo se muestra que P. fluorescens CHA0 muestra al menos dos 

modos de matar  a nematodos de la especie C. elegans. Uno de ellos, la muerte lenta, 

requiere que la vía GacS esté activa, pero no depende de la producción de HCN. La otra, 

que se asemeja a la muerte rápida paralítica mediada por P. aeruginosa, también requiere 

de la vía GacS y depende fuertemente de la producción de HCN, aunque otros 

factores pueden también contribuir a la patogenicidad observada. 

Se han descrito ritmos circadianos en la respuesta inmune innata en diferentes 

especies. Un trabajo reciente muestra que cuando la mosca de la fruta, Drosophila 

melanogaster, es infectada por P. aeruginosa, las tasas de supervivencia de las moscas 

salvajes varían en función del horario de infección, encontrándose un pico en la mitad de 

la noche (Lee y Edery 2008). La respuesta inmune innata observada en C. elegans puede 

afectar a la vía de respuesta a estrés (Ewbank 2006). Se sabe que la respuesta a HCN 
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involucra a la proteína EGL-9 que a su vez regula al factor inducido por hipoxia HIF-1 

(Epstein, et al. 2001). Además, se ha demostrado con anterioridad que los mutantes de 

egl-9 son resistentes a la exposición a P. aeruginosa (Darby, et al. 1999) y esto puede 

deberse a que estos mutantes presentan una resistencia mayor a la hipoxia. Las 

variaciones diarias observadas en la tasa de muerte rápida paralítica pueden entonces 

deberse a variaciones diarias en esta vía de respuesta a estrés. Hemos demostrado con 

anterioridad la existencia de ritmos diarios de tolerancia a estrés osmótico y oxidativo. La 

tolerancia a estrés osmótico muestra un máximo a ZT12 (apagado de las luces). En la 

naturaleza, a medida que la temperatura se eleva, aumenta la desecación y se esperaría 

una mayor tolerancia a estrés osmótico durante el día. La tolerancia a estrés oxidativo es 

máxima a ZT0 (encendido de las luces). Las especies reactivas del oxígeno (ROS) 

pueden ser generadas por la exposición a luz UV y por el funcionamiento de las 

mitocondrias. En C. elegans los niveles de ROS deberían ser elevados cuando los 

nematodos exhiben altas tasas de actividad. Nosotros y otros hemos demostrado que los 

nematodos son más activos durante la transición noche/día (Saigusa, et al. 2002; 

Simonetta y Golombek 2007; Simonetta, et al. 2009) en condiciones de LO, lo cual 

correlaciona bien con nuestros resultados. Además, se sabe que C. elegans tiene la 

capacidad de sintetizar melatonina, un excelente agente antioxidante que cumple el rol de 

señalizar la noche en diversos organismos, con un pico nocturno (Migliori, et al. 2012), que 

correlaciona perfectamente con la tolerancia máxima al estrés oxidativo. Estos cambios en 

la tolerancia a agentes estresantes son orquestados por un reloj central en otros 

organismos. Este puede también ser el caso en C. elegans. Los comportamientos 

circadianos observados no se deben a enmascaramiento (un efecto debido a una 

señal ambiental, pero que no es mantenida por un reloj endógeno), ya que hemos 

demostrado que las diferencias se mantienen aún en condiciones constantes. 

Por otro lado, algo que no hemos considerado aún es la posibilidad de que P. 

fluorescens exhiba ritmos circadianos en la producción de metabolitos secundarios. En el 

año 2010 se describieron ritmos de crecimiento en Pseudomona putida KT2440 bajo ciclos 

LO 16h: 8h (Soriano, et al. 2010), en línea con algunas antiguas investigaciones que 

describían ritmos de crecimiento en E. coli y Klebsiella pneumoniae (Rogers y Greenbank 

1930; Halberg, et al. 2003), aunque se desconoce la existencia de otros ritmos en 

bacterias no fotosintéticas. Igualmente, si este fuera el caso, las condiciones de 

crecimiento de las bacterias empleadas en este trabajo asegurarían que estas se 

encuentren desfasadas (circadianamente hablando) a nivel poblacional, dado que en 

ningún momento fueron crecidas bajo condiciones ambientales que fluctuaran con un 

patrón de 24 h, excepto en los ensayos de muerte lenta, donde estuvieron sujetas a 

ciclos LO 12 h: 12 h junto con los nematodos. Además no se realizaron estudios 

circadianos de desafío por muerte lenta. De esta manera, podemos decir que los 

ritmos diarios observados en la tasa de parálisis mediada por muerte rápida muy probable 
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se deban puramente a cambios fisiológicos que ocurrían dentro de los nematodos 

sincronizados a los ciclos LO. Es más, los ensayos con HCN confirmaron los resultados 

obtenidos en los ensayos bióticos, reforzando esta hipótesis. Sin embargo, no es posible 

descartar completamente algún efecto de sincronización mediado por quorum sensing u 

otros tipos de señalización intercelulares (Coggan y Wolfgang 2012; Jimenez, et al. 2012). 

Es probable entonces, que quizás estos ritmos observados en C. elegans hayan 

coevolucionado con un estrés periódico del ambiente, que en este caso sería mediado 

por los productos secretados por las bacterias. 

En condiciones de LO, la luz sincroniza la respuesta fisiológica de los nematodos, 

pero aún se desconoce cómo es que esto sucede. En el capítulo anterior hemos descripto 

ritmos diarios y circadianos frente a estrés osmótico y oxidativo. Además también se sabe 

que C. elegans exhibe ritmos de actividad locomotora y de síntesis de melatonina (ver 

resumen de acrofases en Figura 2.4.1). Se ha descubierto que C. elegans posee una 

familia novedosa de fotorreceptores (Edwards, et al. 2008; Ward, et al. 2008; Liu, et al. 

2010) que podría estar mediando la trasnducción de las señales lumínicas del 

medioambiente al reloj endógeno de los nematodos, pero la conexión entre ellos y el 

sistema circadiano aún no fue dilucidada. Cómo funciona el reloj de C. elegans y 

cuáles son los mecanismos que lo ponen en hora son preguntas que aún restan 

responder. 
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Figura 2.4.1. Distribución de 

acrofases de los diferentes 

ritmos estudiados. En esta 

figura se  observan las 

diferentes acrofases    (puntos 

máximos), ya sea de tolerancia 

a un tipo de estrés o de 

expresión de ARNm de los 

diferentes ritmos estudiados en 

los capítulos 1 y 2. A modo de 

comparación  se muestran 

también el pico de actividad 

locomotora y el pico de síntesis 

de melatonina. 



 
 
 

 
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

Capítulo 3 

Estado redox y ritmos 

 

Introducción 

 
En los primeros dos capítulos se demostró que C. elegans posee ritmos diarios en la 

tolerancia frente a diferentes tipos de estrés abiótico y estrés biótico. De estos ensayos hemos 

visto que este organismo tolera mejor el estrés osmótico durante la noche, y el oxidativo y el 

mediado por bacterias del género Pseudomonas, durante el día. El estrés oxidativo, 

particularmente, está íntimamente relacionado con el concepto de estado redox, ya que este 

tipo de estrés puede alterar el balance de oxidorreducción de las células, afectando 

directamente al metabolismo celular. 

Históricamente, el estado redox fue definido como la tasa entre las formas oxidada y 

reducida de un par redox específico. Estas formas son interconvertibles entre sí; un ejemplo 

clásico es la tasa de NAD+/NADH (Bücher y Klingenberg 1958; Krebs 1967; Krebs y 

Gascoyne 1968). Hoy en día, se define al estado redox por el potencial de reducción de 

media celda (Ehc o E
o

) y la capacidad reductora del par redox. 

Resulta inadecuado usar el término estado redox con sistemas que tienen muchos 

pares redox acoplados, como las células y los tejidos. Por ende, se sugiere el término 

ambiente redox para estos sistemas. El ambiente redox de un set de pares redox acoplados 

(como los encontrados en una organela, célula o tejido) es la sumatoria de los productos del 

potencial redox y la capacidad reductora de los pares redox presentes (Schafer y Buettner 

2001). 

Además de moléculas redox, existen diferentes enzimas y sistemas enzimáticos 

capaces de alterar el balance del ambiente redox celular (Sies 1997). Uno de estos sistemas 

está encargado de detoxificar el anión superóxido, el cual es primero transformado en un 

peróxido por la enzima superóxido dismutasa, y este producto es luego transformado en agua 

por la enzima catalasa (Figura 3.1.1) y/o diferentes peroxirredoxinas. 
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Figura 3.1.1. Sistema enzimático de  detoxificación SOD-CAT. En  este  sistema, el  ion 

superóxido es reducido a H2O a través de una serie de reacciones enzimáticas que involucran 

a la superóxido dismutasa (SOD) y a la enzima catalasa (CAT). El último paso de la reacción 

puede también ser catalizado por peroxirredoxinas (PRX). 
 

 
 
 

Además de estos complejos enzimáticos existen dos grandes sistemas que regulan el 

balance redox celular: el sistema tiorredoxina y el sistema glutatión. El sistema tiorredoxina se 

basa principalmente en la proteína tiorredoxina (TRX) y la enzima tiorredoxina reductasa 

(TRXR). El sitio activo de la tiorredoxina contiene dos cisteínas, como parte de un dominio 

conservado CXXC que es capaz de ciclar entre una forma activa tiol (estado reducido) y una 

forma inactiva disulfuro (estado oxidado). Luego de ser oxidada, la tiorredoxina es reducida 

por la tiorredoxina reductasa, utilizando NADPH como dador de electrones (Figura 3.1.2). La 

tiorredoxina activa es capaz de reducir diferentes sustratos, entre los que encontramos 

moléculas de bajo peso molecular (glutatión oxidado, S-nitrosoglutatión o dehidroascorbato), 

peroxirredoxinas dependientes de tiorredoxina y diversas proteínas blanco (ribonucleótido 

reductasa, factores de transcripción, plasmorredoxina, entre otros) (Arner y Holmgren 2000; 

Jortzik y Becker 2012). 
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Figura 3.1.2. Sistema tiorredoxina. En la figura se muestra un esquema simplificado del 

sistema tiorredoxina. La tiorredoxina (TRX) es capaz de reducir diferentes sustratos (enzimas, 

factores de transcripción o moléculas de bajo peso molecular), quedando oxidada. Luego la 

tiorredoxina reductasa (TRXR) reduce nuevamente a la tiorredoxina, siendo el NADPH el que 

cede electrones para reducir a la TRXR. 
 

 
 
 

El sistema glutatión incluye al glutatión (GSH), la glutatión reductasa (GR), glutatión 

peroxidasas (GPXs), la glutarredoxina (GRX) y glutatión-S-transferasas (GSTs).   En este 

sistema, el glutatión ocupa un rol similar al de la tiorredoxina siendo su forma activa 

(estado reducido) capaz de reducir diferentes proteínas blanco (entre las que se encuentran 

GPX, GRX, GST). Luego la glutatión reductasa es la encargada de reducir al glutatión 

oxidado (GSSG) nuevamente a su forma activa (GSH) (Figura 3.1.3). 

 

 

 

 
 

Figura 3.1.3. Sistema glutatión. En la figura se muestra un esquema simplificado del sistema 

de regulación del balance redox por el par redox glutatión (GSSG/GSH). El glutatión reducido 

(GSH) es capaz de reducir diferentes proteínas blanco, ya sea directamente o indirectamente a 

través de la glutarredoxina (GRX). Luego la glutatión reductasa (GR) es la encargada de 

reducir nuevamente al  glutatión  y,  a  su  vez,  el  NADPH reduce finalmente a  la  glutatión 

reductasa. 
 

 
 
 

En la figura 3.1.4 podemos ver a estos 3 sistemas actuando en conjunto para detoxificar 

especies reactivas del oxígeno (ROS o reactive oxygen species, en inglés). 
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Figura 3.1.4. Mecanismos de protección del estrés oxidativo por ion superóxido. El ion 

superóxido, generado durante la respiración aeróbica, es convertido en H2O2 por la superóxido 

dismutasa.  El  peróxido  es  luego  detoxificado  a  través  de  catalasas,  peroxirredoxinas 

dependientes de tiorredoxina o peroxirredoxinas dependientes de glutatión. 
 

 
 
 

El ambiente redox tiene un impacto de gran magnitud en la fisiología de los organismos 

desde el punto de vista de las consecuencias de la generación de ROS. El sistema circadiano 

le permite a los organismos anticipar cambios en su tasa metabólica. De esta manera, pueden 

emplear recursos energéticos, enzimas antioxidantes, scavengers de radicales libres 

(moléculas capaces de bloquear o neutralizar la acción de los radicales libres), etc. en el 

momento adecuado. En este sentido, se ha descrito una comunicación bidireccional entre el 

estado redox y la maquinaria molecular del reloj circadiano (Vanden Driessche, et al. 2000). 

Las tasas metabólicas fluctúan de manera circadiana en prácticamente todos los organismos 

estudiados. Esto se relaciona con la actividad y el nivel de expresión de ARNm de diferentes 

enzimas clave, así como de la respiración mitocondrial. Por ende, el balance redox debería 

reflejar cualquier cambio en la tasa metabólica. 

Los lazos entre el sistema circadiano y el estado redox resultan evidentes en el 

contexto de protección antioxidante. En diversos organismos se han demostrado ritmos de 

enzimas encargadas de detoxificar radicales libres (Hardeland, et al. 2003). También se ha 

descrito el rol de la melatonina en la regulación de mecanismo de protección. La melatonina 

resetea el reloj de organismos vertebrados y actúa como un mediador químico para señalizar 

la noche. Esta molécula ha sido detectada en un gran número de taxa, incluyendo bacterias, 

hongos, invertebrados y vertebrados, y puede incluso proveer protección contra agentes 

oxidantes en organismos tan diferentes como protozoos, angiospermas y vertebrados 
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(Vanden Driessche, et al. 2000). 

Recientemente se ha descubierto que  existen células  capaces  de  oscilar  aún  en 

ausencia de ritmos transcripcionales, pero que presentan oscilaciones redox. Estas células 

presentaron una oscilación robusta en el estado de oxidación de la enzima PRX 

(peroxirredoxina) (O'Neill y Reddy 2011; O'Neill, et al. 2011), una proteína importante debido 

a su rol en la inactivación de especies reactivas del oxígeno, particularmente del H2O2. Estos 

resultados fueron replicados en organismos tan diversos como arqueas, bacterias, algas, 

plantas, moscas e incluso seres humanos (O'Neill y Reddy 2011; O'Neill, et al. 2011; Edgar, et 

al. 2012). En ratones, se demostró que el ritmo de oxidación de PRX mostraba picos 

diferentes en los nucleos supraquiasmáticos y en el hígado, aunque sin embargo estaban en 

fase con sus respectivos osciladores transcripcionales-traduccionales (Edgar, et al. 2012). 

Luego se extendieron estos resultados a moscas (Drosophila), plantas (Arabidopsis), hongos 

(Neurospora), bacterias (Synechococcus elongatus) y arqueas (Halobacterium), en todos los 

casos se demostró que los osciladores responsables del reloj circadiano molecular y de las 

variaciones en oxidación de PRX están acoplados de algún modo. Por ende, un reloj puede 

ciclar tanto con el sistema transcripcional-traduccional o con el sistema PRX, pero ambos son 

requeridos para una fisiología normal. 

La evolución de ciclos de oxidación de PRX, con periodo cercano a las 24 horas, en 

todos los dominios de la vida, sugiere que los ritmos celulares pueden utilizar elementos 

comunes y evolutivamente muy antiguos. Las proteínas PRX, involucradas en la 

detoxificación de ROS generadas por el metabolismo, pueden haber conferido ventajas 

adaptativas en el comienzo de la vida aeróbica en la Tierra. Esto ocurrió hace 2500 millones 

de años con la aparición de los organismos fotosintéticos y la foto- disociación del agua, lo 

que llevó a un rápido aumento en la concentración de oxígeno atmosférico, en lo que se 

conoce como el Gran Evento de Oxigenacion (GEO). Esto dio lugar a cambios catastróficos 

en la ecología del planeta, con la pérdida de muchos organismos anaeróbicos, pero que de 

manera interesante, se presume que coinciden con la aparición del primer reloj 

transcripcional-traduccional en cianobacterias. Entonces, durante el GEO los ritmos de 

producción/consumo de oxígeno y generación de ROS estaban manejados por el ciclo solar, 

dando lugar a un reloj metabólico, que aún hoy persiste en ausencia de un ciclo 

transcripcional-traduccional típico (Figura 3.1.5) (Edgar, et al. 2012). 

Como varias vías de respuesta a estrés se encuentran conservadas en diferentes 

especies, es posible encontrar patrones similares de regulación circadiana en diferentes 

organismos. Entre estos diversos organismos, aquí proponemos utilizar a uno de los 

organismos modelos más poderosos, aprovechado principalmente en estudios de desarrollo y 

genética, el nematodo Caenorhabditis elegans. Por búsquedas bioinformáticas se encontró 

que el genoma de C. elegans posee 3 genes de catalasas, 5 superóxido dismutasas y 3 

peroxirredoxinas; del sistema glutatión posee 8 proteinas con dominios glutatión peroxidasa, 

51 glutatión-S-transferasas, 1 glutatión-S-reductasa y 12 proteinas con dominio 

glutarredoxina; y, del sistema tiorredoxina, posee 2 tiorredoxina reductasas (resultados 
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propios, Tabla 3.1.1). Además, recientemente se ha comprobado que C. elegans posee un 

gen homólogo a PRX, prdx-2, que conserva perfectamente el sitio activo y exhibe ritmos de 

sobre- oxidación/reducción frente a ritmos de temperatura (Edgar, et al. 2012; Olmedo, et al. 

2012), lo cual nos indica la posible presencia de un reloj redox en este organismo. 

En nuestro laboratorio hemos descrito ritmos en diversas variables fisiológicas tales 

como estrés osmótico y oxidativo; consumo de oxígeno, defecación y alimentación; síntesis 

de melatonina y actividad de AANAT, en condiciones LO (luz:oscuridad) 12 h :12 h. Por otro 

lado también se ha logrado describir ritmos de actividad locomotora. Tal como se explicó en la 

introducción general, por medio de un sistema diseñado en el laboratorio (Simonetta y 

Golombek 2007), se logró medir en tiempo real y de manera continua la actividad locomotora 

de poblaciones de nematodos C. elegans bajo diferentes ciclos ambientales (ciclos LO y de 

temperatura alta: temperatura baja (Tt)) (Figura I.15 e I.16). Además los nematodos son 

capaces de resincronizarse luego de un cambio de fase de 6 horas en el ciclo LO (Figura 

I.15A) y el período de estos ritmos es capaz de compensar cambios en la temperatura 

(Simonetta, et al. 2009), cumpliendo con los requisitos para ser considerados verdaderos 

ritmos circadianos (Pittendrigh 1954; Sweeney y Hastings 1960) 

En el capítulo 1 observamos que C. elegans posee ritmos en la tolerancia al estrés 

oxidativo. En línea con esto y para poder entender cómo es que C. elegans es capaz de 

afrontar los cambios diarios en la generación de ROS, ya sean metabólicos o ambientales, en 

este capítulo de estudiarán los diferentes sistemas que posee C. elegans para controlar 

el balance redox interno y, a su vez, la capacidad de afrontar el estrés oxidativo. 
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Figura 3.1.5. Evolución del reloj redox. La vida en la tierra comenzó hace aproximadamente 

 

3500 millones de años. El gran evento de oxigenación (2500 millones de años atrás) puede 

haber llevado a la evolución de oscilaciones circadianas en especies reactivas de oxígeno y en 

sus mecanismos de detoxificación. Adaptado de (Loudon 2012). 
 

 
 

 
 

Tabla 3.1.1. Genes de C. elegans relacionados a los diferentes sistemas de regulación 

del balance redox. En la tabla se detallan los genes relacionados a los 3 sistemas de 

regulación redox descriptos en este capítulo, hallados por búsqueda de dominios conservados 

a través de WormBase (http://www.wormbase.org) e InterProScan 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/). CAT: catalasa; SOD: superóxido dismutasa; PRX: 

peroxirredoxina;  GR:   glutatión  reductasa;  GST:   glutatión-S-transferasa;  GPX:   glutatión 

peroxidasa; GRX: glutarredoxina; TRXR: tiorredoxina reductasa. 

http://www.wormbase.org/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/
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Materiales y métodos 

 

Cepas de nematodos y condiciones de cultivo 

 
En este trabajo se emplearon las cepas N2 (cepa salvaje); TJ1060, un mutante 

spe-9(hc88)I; fer-15(b26)II de la cepa N2, estéril por encima de los 20ºC; y GA800, un 

mutante que posee el array integrado wuIs151 [ctl-1 + ctl-2 + ctl-3; myo-2::gfp] bajo un 

background genómico N2 (Caenorhabditis Genetics Center). 

Para poder mantener una población adulta homogénea se empleó la cepa 

TJ1060, que es sensible a temperatura y estéril por encima de los 20ºC (Fabian y 

Johnson 1994) y así realizar los diferentes ensayos de actividad enzimática y 

extracción de ARN. Los stocks de nematodos fueron mantenidos en placas de petri de 10 

cm de diámetro, con medio NGM agar y un césped de E. coli OP50, a 16ºC en ciclos de 

luz:oscuridad (LO) 12 hs : 12 hs (Epstein, et al. 2001). Para poder obtener C. elegans 

adultos día 1 para cada ensayo, los nematodos fueron transferidos a 4 placas de NGM 

agar y cultivados durante 4 días a 18,5ºC y ciclos LO 12 hs : 12 hs y luego sincronizados 

por el método de cloro (Lewis y Fleming 1995b) la 5ta mañana. Los huevos obtenidos 

fueron luego resuspendidos en 3,5ml de buffer M9 + 35μl de antibiótico antimicótico 

GIBCO en un erlenmeyer de 50ml e incubados hasta el día siguiente a 18,5ºC, 105rpm y 

condiciones LO 12 hs: 12 hs. La mañana del 6to día, las larvas L1 fueron contadas y 

aproximadamente 8000 nematodos fueron transferidos a placas individuales de NGM-agar 

de 10 cm de diámetro con césped de E. coli OP50. Estas placas fueron luego cultivadas a 

25,3ºC en condiciones de LO 12 h: 12 h hasta que los nematodos llegaron al estadío adulto 

día 1. 

 
Cuantificación de actividad catalasa 
 

Se tomaron muestras de 8000 nematodos por punto horario cada 4 horas durante 

dos días seguidos, por un total de 13 puntos horarios en condiciones de LO 12 h : 12 h (día 

1) y OO (oscuridad constante) (días 2 y 3). Brevemente, los nematodos fueron levantados 

de las placas con 3ml de M9 en tubos tipo Falcon de 15ml, centrifugados y lavados 5  

veces con buffer M9. En el último lavado se resuspendió el pellet  de nematodos en 

1ml de M9 y se pasó a un tubo eppendorf de 1,5ml. Luego se centrífugo a 4000 rpm 

durante 1 minuto y se resuspendió el pellet en 200µl de buffer M9 + EDTA 1mM + cóctel 

inhibidor de proteasas Sigma P8340 1X final. Las muestras fueron rápidamente 

congeladas en alcohol isopropílico preenfriado a -80ºC y luego guardadas a  -80ºC hasta la 

determinación de actividades enzimáticas. 

Se determinó la actividad catalasa por medio del kit Amplex Red Cat Kit Assay 

(Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Básicamente este kit mide la 
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actividad de la enzima de manera indirecta utilizando un compuesto químico (Amplex Red) 

que es oxidado, originando un compuesto llamado resorufina que absorbe a una longitud 

de onda de 560nm, por la peroxidasa. Esta enzima utiliza el H2O2 que no fue consumido 

por la actividad enzimática catalasa de la muestra a determinar. 

En el caso de la toma de muestras de nematodos para las determinaciones 

enzimáticas de catalasa, luego del último lavado con buffer M9 y la resuspensión de los 

nematodos en 1ml de M9, la muestra se dividió en 2 tubos eppendorf de 1,5ml en partes 

iguales (4000 nematodos aproximadamente en cada uno) y luego de la centrifugación se 

resuspendió uno de los pellets con 200µl de buffer M9 + EDTA 1mM + cóctel inhibidor de 

proteasas Sigma P8340 1X final, como se describió anteriormente, y, el pellet 

correspondiente al otro tubo fue resuspendido en 200µl de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) 

para la posterior extracción de ARN total. 

 

Extracción de ARN y PCR cuantitativa en tiempo real 

 

Una vez finalizada la toma de muestras, el ARN fue aislado por el método de trizol, y 

verificado por espectrofotometría y electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante. 5 g 

de RNA fueron tratados con DNAse I MAXIscript  (AMBION, Foster City, CA), mezclados 

con oligo dT (Invitrogen, Carlsbad, CA) y transcriptos en forma reversa (M- MLV RT, 

Superscript  II RT, Invitrogen, Carlsbad, CA). 

Las secuencias completas de los genes blanco fueron extraídas de WormBase 

(Version WS190) y los primers (tabla 3.1.1) fueron diseñados por el software Primer 3 

Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) y cotejados 

para especificidad utilizando NCBI BLAST (blastn). Los productos amplificados por los 

conjuntos de primers fueron evaluados por el software MFOLD 

(http://mfold.rit.albany.edu/?q=mfold/DNA-Folding-Form) para identificar la formación de 

estructuras secundarias en el sitio de unión de los primers. El análisis de MFOLD fue 

llevado a cabo usando la configuración estándar y 50 mM Na+, 3 mM Mg
2+ 

y una 

temperatura de 60°C (que es la temperatura de hibridación de los primers). Los primers 

fueron comprados a Invitrogen. 

El sistema StepOne (Applied Biosystems) fue utilizado para realizar las reacciones de 

PCR en tiempo real. Para cada reacción StepOne se preparó una mezcla maestra con las 

siguientes concentraciones finales: 10 µl de Buffer de PCR SYBR Green PCR Master Mix 

2X (Part No. 4309155, Invitrogen, Carlsbad, CA)., X µl de primer directo (0,1 – 0,4 µM), 

X µl de primer inverso (0,1 – 0,4 µM), agua destilada desionizada hasta un volumen final 

de 19 μl. La mezcla maestra StepOne (19µl) fue agregada a cada uno de los 48 pocillos de 

una placa de PCR y 1 µl de cDNA fue añadido como molde de la PCR. El programa de 

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://mfold.rit.albany.edu/?q=mfold/DNA-Folding-Form
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PCR fue 10 minutos a 95ºC, 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC y 60 segundos a 60ºC 

(medida única de fluorescencia), seguido de un análisis de curva de melting (60–95ºC con 

una tasa de calentamiento de 0,3ºC por segundo y medición continua de fluorescencia). 

Los resultados fueron cuantificados usando el software LinReg PCR (Ruijter, et al. 2009) 

para determinar los Ct de cada reacción y luego analizados utilizando el método descrito 

por Pfaffl (Pfaffl 2001; Hellemans, et al. 2007). Para la puesta a punto de cada set de 

primers se construyó una curva estándar de 5 puntos  (serie  de  diluciones  seriadas  1/4)  

para  cada  gen  y  se  determinó  la concentración de primers (0,1; 0,2; 0,3; 0,4 µM) a la 

cual la eficiencia era mayor (ésta fue luego utilizada en las reacciones subsiguientes). Los 

niveles de cada gen fueron normalizados con los promedios geométricos de los niveles de 

los genes de referencia cdc-42, y45f10d.4 y pmp-3 (Hellemans, et al. 2007; Hoogewijs, et 

al. 2008). 

 

 

 Blanco Secuencia Primer Directo Secuencia Primer Reverso Descripción 

gsr-1 CGGAAAAGACGAGAAAGTCG TTATTCCGGCTTCACACCTC glutatión reductasa 

r03g5.5 ACAGGGTGGAACTCTTTTCG GTTTGTCGACGGACCAAATC glutatión peroxidasa 

gst-36 AGGCAATTCGTCTGCTCTTC CGAGCGATTGCTGTAGTTTG glutatión-S-transferasa 

gst-28 CGCTGGAAAATCTCAGGAAG AATGTCCGCGAAGGTGATAC glutatión-S-transferasa 

sod-3 TCGGTTCCCTGGATAACTTG AAGGATCCTGGTTTGCACAG superóxido dismutasa 

ctl-1 ACTGAAAACCTACAAGGAGACG GCGACCGTTGAAAAACGAACG catalasa 

ctl-2 ACTGAAAACCTACAAGGAGACG GTGTCGGCGGATCCGCTC catalasa 

ctl-3 CACAAAACCCGGACCAATGG GCGACCGTTGAAAAACGAACG catalasa 

trxr-1 ACGATTGGTGTCGAAAGAGC TCAGGTGTTCCCTCCAAAAC tiorredoxina reductasa 

trxr-2 CGGGAAAGAGCTAAAACACG ATCCACAAACTCGGCATAGG tiorredoxina reductasa 

prdx-2 CAACCGAGATTATCGCCTTC TGTCAGCGAGAACTGGAATG peroxirredoxina 

y45f10d.4 GTCGCTTCAAATCAGTTCAGC GTTCTTGTCAAGTGATCCGACA gen de referencia 

pmp-3 GTTCCCGTGTTCATCACTCAT ACACCGTCGAGAAGCTGTAGA gen de referencia 

cdc-42 CTGCTGGACAGGAAGATTACG CTCGGACATTCTCGAATGAAG gen de referencia 

 ama-1 CCTACGATGTATCGAGGCAAA CCTCCCTCCGGTGTAATAATG gen de referencia 
 

Tabla 3.1.1. Primers diseñados para este trabajo. 
 

 
 
 
Ensayos de actividad locomotora 

 
Para la realización de los experimentos de registro de actividad locomotora, 

poblaciones de gusanos se sincronizaron al mismo estadio de desarrollo utilizando el 

método de cloro (Lewis y Fleming 1995b). Los huevos obtenidos de la sincronización se 

cultivaron durante toda la noche en 3,5 ml de buffer M9 (Na2HPO4 42 mM, KH2PO4 22 

mM, NaCl 85,5 mM, MgSO4 1 mM) + Antibiótico anti micótico 1x (Gibco, USA) en 

erlenmeyer de 50 ml, en agitación (110 rpm) y a 18,5°C, bajo un fotoperiodo de LD 

12:12. Al día siguiente las larvas L1 se transfirieron a placas de petri con medio NGM, 
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previamente sembradas con E. coli cepa OP50. Cuando los nematodos llegaron al estadío 

de larva L4, se transfirieron a placas de 96 pocillos conteniendo medio L15 (Gibco, USA) 

suplementado con Antibiótico/antimicótico 1,5x (Gibco, USA) + 5- fluorodeoxyuridina 

(FuDR) 40 µM + colesterol 5 mg/ml + leche 2%. Las placas fueron cubiertas con cinta 

adhesiva para evitar la evaporación del medio. 

La estabilidad de la temperatura de la incubadora fue chequeada utilizando un sensor 

de temperatura modelo DS1921H-F5 (Maxim  Integrated  Products,  Inc.  Sunnyvale, 

CA); este sensor posee una resolución de 0,125°C. Durante los experimentos no se 

observó variación de temperatura dentro de la incubadora de registro. 

El registro de la actividad locomotora de los nematodos se llevó a cabo mediante un 

sistema original desarrollado en nuestro laboratorio (Simonetta y Golombek 2007). 

Todas las drogas utilizadas se compraron en Sigma Chemical Co. (St Louis, MO). 

 

Ensayos de sincronización por luz 

 
Nematodos de la cepa N2 y GA800 fueron preparados de acuerdo a lo descripto en 

el inciso anterior y dispuestos en una placa de 96 pocillos de fondo curvo (poblaciones 

de 5-7 gusanos por pocillo, 40µl de medio), de forma tal que la mitad de los pocillos de la 

placa contuvieran poblaciones de nematodos de la cepa N2 y, la otra mitad contuviera 

nematodos de la cepa GA800. Luego, se registró la actividad locomotora de ambas cepas 

bajo condiciones LO 12 h : 12 h durante siete días y al octavo día se los pasó a 

condiciones de oscuridad constante, por otros 7 días más. La iluminación consistió en una 

lámpara fluorescente compacta integrada (Philips Essential PLE15W230). Las condiciones 

de temperatura fueron constantes (17,5°C). 

 

Análisis de Datos 

 
Los ensayos de actividad catalasa fueron analizados por ANOVA de una vía, seguido 

por un test de Tukey de comparaciones múltiples. Las acrofases fueron determinadas 

mediante el análisis de Cosinor (es decir, mejor ajuste a formas de onda cosenoidales) de 

los conjuntos de datos. Los resultados de RealTime-PCR fueron analizados de la misma 

forma (ANOVA de una vía, seguida de un test de comparaciones múltipes de Tukey para 

los sets de datos de LO y OO, por separado) y luego fueron sometidos a un análisis de 

transformada rápida de Fourier. Se determinó el valor del poder espectral de 24 h para 

cada transcripto, a partir de los valores normalizados de cada serie temporal (F24). Este 

valor del poder espectral y la significancia del mismo (p valor del poder), generada por la 

comparación de un set de datos permutados 1000 veces al azar, fueron obtenidos 

utilizando un algoritmo escrito en MATLAB, gentilmente cedido por el Dr. Keegan 

(Keegan, et al. 2007). Se utilizó un único método de ordenamiento de los días, ya que 
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este análisis no es sensible al orden en el que se encuentran las series temporales (van 

der Linden, et al. 2010). 

 

Los datos del sistema de registro de actividad locomotora fueron adquiridos a 

intervalos de 1 minuto y agrupados de a 30 minutos para su procesamiento. La 

tendencia (trend) de los datos crudos fue removida y normalizada mediante la división de 

cada punto de datos por el punto correspondiente de una línea de tendencia, calculada 

mediante un filtro Butterworth pasa-bajos con ventana de 72 horas (Levine, et al. 2002b). 

El filtro de Butterworth, similar a un filtro pasa-bajos/altos con media móvil, es 

ampliamente utilizado en el análisis de datos con un alto nivel de ruido (por ejemplo, el 

canto de cortejo de las moscas, o el análisis de la actividad locomotora de las moscas con 

el objetivo de eliminar los componentes de alta frecuencia y evitar posibles artefactos en la 

detección de picos) (Wright 1997; Levine, et al. 2002b). Las frecuencias altas fueron 

removidas mediante un filtro de ventana móvil de 4 horas (Moving Average Window). Los 

animales con nivel de actividad muy bajo (<20% del promedio de actividad poblacional) 

fueron descartados. 

Para los experimentos de sincronización, los datos filtrados fueron analizados 

mediante análisis de Cosinor (utilizando el programa Els Temps). Dicho análisis se 

basa en el mejor ajuste de una función cosenoidal, de periodo 24 horas, a cada día de la  

serie temporal, y otorga como información los valores promedios de amplitud, acrofase 

(fase del valor máximo de actividad) y significancia estadística del ajuste. Para el 

análisis de los datos y la construcción de los actogramas se utilizaron animales que 

mostraron un ritmo estadísticamente significativo. La acrofase de cada población de 

gusanos fue utilizada para la construcción de los histogramas. 

El análisis de los datos de acrofase fue realizado mediante estadística circular (test 

de Rayleigh) (Levine, et al. 2002a). Para llevar a cabo la prueba estadística, los datos 

correspondientes a cada población de gusanos fueron analizados mediante Cosinor, y la 

acrofase promedio fue utilizada para dicho análisis. El umbral de significancia establecido 

para el Cosinor fue p = 0,05. 

Para comparar la fase de los ritmos sujetos a sincronización por luz versus 

condiciones constantes, se realizaron diagramas de transición de fase (phase transition 

(PTC) plots) (Pittendrigh 1981). Los mismos se construyeron utilizando el valor de 

acrofase (del análisis por cosinor) para los 3 últimos días de la fase de sincronización vs. el 

primer día en condiciones constantes post-sincronización. Para verificar si existían 

diferencias entre el número de poblaciones entrenadas de cada cepa se realizó el 

análisis de contingencia de Fisher (Graphpad Prism, Graphpad Software Inc.). Este mismo 

análisis se aplicó para estudiar si existían diferencias en el número de poblaciones 

sincronizadas de cada cepa. 
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Todos los datos fueron expresados como el valor medio ± SEM. 

 
Resultados 
 
 
Variación circadiana en la actividad catalasa 

 
Hemos demostrado previamente la existencia de ritmos de tolerancia a estrés 

oxidativo (Simonetta, et al. 2008). Como el estrés oxidativo está íntimamente ligado al 

estado redox intracelular, quisimos determinar si las actividades enzimáticas de enzimas 

reguladoras del estado redox variaban a lo largo del día. Para esto se tomaron muestras 

de nematodos adultos TJ1060 durante dos días, en condiciones de luz:oscuridad (LO) (día 

1) y oscuridad constante (OO) (día 2). Cuando se midieron los niveles de actividad 

catalasa de poblaciones adultas se observó un pico de actividad hacia el final de la fase de 

luz, en ZT9 (p<0,05; ANOVA de una vía, seguido de un test de comparaciones de Dunnet, 

con ZT1 como grupo control). Al pasar a condiciones constantes se observa una tendencia 

con un máximo relativo durante el día subjetivo, a CT9, que se repitió al comienzo del 

tercer día subjetivo, a CT25 (Figura 3.3.1). 

 

 

 

 
 

Figura 3.3.1. Actividad CAT bajo condiciones LO-OO. Se tomaron muestras de 

poblaciones adultas de nematodos cada 4 horas. Se muestra la actividad CAT en U / mg de 

proteínas totales. Cada punto muestra el nivel promedio basado en 6 réplicas biológicas 

individuales de una población de nematodos adultos. * p<0,05; ANOVA de una vía, seguido 

de un test de comparaciones de Dunnet (grupo control = ZT1). 

 
 
 
Variaciones en los niveles de expresión de genes que codifican enzimas que regulan 
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el estado redox 

 

Por otro lado, también buscamos determinar la existencia de ritmos a nivel 

transcripcional de genes relacionados a la regulación redox. Se estudiaron los niveles de 

expresión de genes codificantes para catalasa, superóxido dismutasa, peroxirredoxina, 

enzimas del sistema glutatión y del sistema tiorredoxina. 

 

 
 

Figura  3.3.2.  Niveles  de  ARNm  de  genes  codificantes  para  enzimas  con  

actividad catalasa y superóxido dismutasa. A) PCR en tiempo real para el gen ctl-1. B) 

PCR en tiempo real para el gen ctl-3. C) PCR en tiempo real para el gen sod-3. Cada punto 

representa el promedio geométrico de 3 réplicas biológicas correspondientes a poblaciones 

individuales de nematodos. Los niveles de expresión fueron normalizados al promedio 

geométrico de 3 genes de referencia (cdc-42, y45f10d.4 y pmp-3). a ≠ b y c ≠ d; p<0,05 

ANOVA de una vía seguido de un test de comparaciones múltiples de Tukey. 

 
 
 
 

En el caso de las catalasas, se estudiaron los niveles de ctl-1 y ctl-3, dos isoenzimas 

citosólicas. Al analizar el patrón temporal de expresión de ctl-1, podemos observar un pico 

hacia el principio de la noche (ZT13) en condiciones LO. Sin embargo, el ritmo desaparece 

cuando los nematodos son sometidos  a condiciones constantes (OO) (Figura 3.3.2A, 

a ≠ b y c ≠ d; p<0,05 ANOVA de una vía seguido de un test de comparaciones múltiples de 

Tukey). En el caso de ctl-3 no se observaron cambios en condiciones LO, aunque cuando 

las condiciones se vuelven constantes se observa un aumento general durante el día 

subjetivo que 2 presenta picos al comienzo y final del día (CT1 y CT9, respectivamente), 

aunque estos no son significativos (Figura 3.3.2B, p>0,05 ANOVA de una vía seguido de 

un test de comparaciones múltiples de Tukey). Por otra parte, los niveles de ARNm de sod-

3, uno de los genes codificantes para una superóxido dismutasa Fe/Mn mitocondrial 

(Honda, et al. 2008), parece ser circadiano, con una clara tendencia a un pico a ZT9, que 

luego se repite en condiciones constantes a CT9, aunque con una amplitud mucho menor. 
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Este segundo pico es significativamente distinto del resto de los puntos (Figura 3.3.2C, a ≠ 

b; p<0,05 ANOVA de una vía seguido de un test de comparaciones múltiples de Tukey). 

Luego, se realizó un análisis de Transformada rápida de Fourier (Keegan, et al. 

2007), para analizar si los datos se ajustaban a ondas senoidales con periodos 

circadianos, infradianos o ultradianos. De esta manera, se encontró que los niveles de 

ARNm de ctl-1 presentaban un mejor ajuste a una onda coseno de 12h al analizar 

sólo los niveles en condiciones LO; de 24 h, al analizar los niveles en OO; y de 48 h, al 

analizar el ensayo completo en condiciones LO-OO. En el caso de ctl-3, los ajustes 

fueron de 12 h (LO), 8h (OO) y 48 h (LO-OO). Resulta interesante notar, que en el caso de 

sod-3 los datos se ajustan a una onda de 24 h en condiciones LO y LO-OO, indicando que 

este gen se expresa de manera circadiana. Sin embargo, en OO se ajustan a un 

periodo de 8 h, que podría tratarse de un armónico de 24 h (Tabla 3.3.1). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 3.3.1. Análisis de Transformada rápida de Fourier para CAT y SOD. A través de 

un algoritmo de MATLAB (Keegan, et al. 2007) se analizó la potencia de Fourier para 

ajustes de ondas de diferentes periodos (8; 9,6; 12; 16, 24 y 48 h) y se calculó el p valor 

para la mejor potencia de Fourier que se ajustara a los datos. La tabla muestra el mejor 

ajuste de onda para cada serie de datos, en condiciones LO, OO o LO-OO. 

 
 
 
 

Al analizar la expresión de genes relacionados con el sistema glutatión, encontramos 

que el gen que codifica para la glutatión reductasa, gsr-1, exhibe ritmos diarios con 

una clara tendencia a un pico durante el día (ZT5-ZT9), que reaparece en condiciones 

constantes con un pico significativo levemente adelantado (CT1) (Figura 3.3.3A, a ≠ b; 

p<0,05 ANOVA de una vía seguido de un test de comparaciones múltiples de Tukey). 
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En el caso de r03g5.5 (glutatión peroxidasa) podemos observar una tendencia un pico a 

ZT9-13, que luego desaparecen bajo condiciones constantes. Se observa sin embargo un 

pequeño pico a CT1 (Figura 3.3.3B, a ≠ b; p<0,05 ANOVA de una vía seguido de un test de 

comparaciones múltiples de Tukey). Por su parte, gst-36, que codifica para una glutatión-S-

transferasa, exhibe una clara tendencia a un máximo durante el día (ZT5) en condiciones LO 

y 2 picos en condiciones constantes (CT1 y CT9), similar a lo observado para ctl-3 (Figura 

3.3.3C, a ≠ b, c ≠ d y e ≠ f; p<0,05 ANOVA de una vía seguido de un test de 

comparaciones múltiples de Tukey). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 3.3.3. Niveles de ARNm de genes codificantes para enzimas del sistema glutatión. 

 
A) PCR en tiempo real para el gen gsr-1. B) PCR en tiempo real para el gen gst-36. C) PCR en 

tiempo real para el gen r03g5.5 (gpx). Cada punto representa el promedio geométrico de 3 

réplicas biológicas correspondientes a poblaciones individuales de nematodos. Los niveles de 

expresión fueron normalizados al promedio geométrico de 3 genes de referencia (cdc-42, 

y45f10d.4 y pmp-3). a ≠ b, c ≠ d y e ≠ f, p<0,05 ANOVA de una vía seguido de un test de 

comparaciones múltiples de Tukey. 
 
 
 
 

Al realizar el análisis de Transformada rápida de Fourier, encontramos que  gsr-1 

exhibe un patrón de ajuste similar a sod-3 para los datos en condiciones LO y LO-OO, lo que 

nos indica es circadiano. Sin embargo los datos de OO se ajustan mejor a un periodo de 12 h 

(en este caso el p valor para el ajuste a 24 h es levemente mayor, p=0,1812). Por su parte, 

gpx exhibe mejores a justes a ondas de 24 h (LO), 8 h (OO) y 48 h (LO-OO). Esto nos indica 

que este gen exhibe solamente ritmos diarios, mientras está entrenado a ciclos LO. Esto 

mismo sucede para gst-36, que presenta ritmos diarios de 24 h para LO (Tabla 3.3.2). 
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Tabla 3.3.2. Análisis de Transformada rápida de Fourier para el sistema glutatión. A 

través de un algoritmo de MATLAB (Keegan, et al. 2007) se analizó la potencia de Fourier 

para ajustes de ondas de diferentes periodos (8; 9,6; 12; 16, 24 y 48 h) y se calculó el p valor 

para la mejor potencia de Fourier que se ajustara a los datos. La tabla muestra el mejor ajuste 

de onda para cada serie de datos, en condiciones LO, OO o LO-OO. 
 
 
 

Del sistema tiorredoxina se analizó el patrón de expresión de los genes que codifican 

para la enzima tiorredoxina reductasa, encargada de reducir la tiorredoxina oxidada. En el 

caso de trxr-1, nuevamente observamos una tendencia que sugiere un ritmo diario bajo 

condiciones LO (pico a ZT9), con una posterior pérdida de la ritmicidad bajo condiciones de 

oscuridad constante, aunque estos no son estadísticamente significativos (Figura 3.3.4A, 

ANOVA de una vía seguida de un test de comparaciones múltiples de  Tukey).  Por  otro  

lado,  trxr-2  si  muestra  cambios  significativos  de expresión, encontrándose un pico a ZT5. 

Una vez en condiciones constantes parece haber dos nuevos picos, a CT1 y CT21, aunque 

no son estadísticamente significativos (Figura 3.3.4B, a ≠ b y c ≠ d; p<0,05 ANOVA de una vía 

seguido de un test de comparaciones múltiples de Tukey). 
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Figura 3.3.4. Niveles de ARNm de genes codificantes para enzimas del sistema 

tiorredoxina. A) PCR en tiempo real para el gen trxr-1. B) PCR en tiempo real para el gen 

trxr-2 Cada punto representa el promedio geométrico de 3 réplicas biológicas 

correspondientes a poblaciones individuales de nematodos. Los niveles de expresión fueron 

normalizados al promedio geométrico de 3 genes de referencia (cdc-42, y45f10d.4 y pmp-3). a 

≠ b y c ≠ d, p<0,05 ANOVA de una vía seguido de un test de comparaciones múltiples de 
 

Tukey. 
 
 
 
 
 

 
 

Tabla 3.3.3. Análisis de Transformada rápida de Fourier para el sistema tiorredoxina. A 

través de un algoritmo de MATLAB (Keegan, et al. 2007) se analizó la potencia de Fourier 

para ajustes de ondas de diferentes periodos (8; 9,6; 12; 16, 24 y 48 h) y se calculó el p valor 

para la mejor potencia de Fourier que se ajustara a los datos. La tabla muestra el mejor ajuste 

de onda para cada serie de datos, en condiciones LO, OO o LO-OO. 
 
 
 
 

En el caso de trxr-1 observamos que el análisis de Transformada rápida de Fourier 

nos indica que estamos ante la presencia de ritmos diarios en condiciones LO, mientras que 

en el caso de trxr-2, encontramos que los datos se ajusta a un patrón de 24 h en condiciones 

LO y también en condiciones OO. Sin embargo al analizar todo el set completo de datos, el 
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ajuste es mejor a una onda de 16 h. Al analizar los valores de potencia de 24 h y 16 h, 

vemos que la diferencia entre ambos es mínima (0,05103 vs 0,05173) por lo que podría 

tratarse de un ritmo circadiano con un componente armónico fuerte de 16 h (Tabla 3.3.3). 

También analizamos la expresión del gen de la peroxirredoxina 2, propuesto 

recientemente como un marcador universal de la presencia de ritmos circadianos en un 

organismo (O'Neill y Reddy 2011; O'Neill, et al. 2011; Edgar, et al. 2012; Loudon 2012). En 

la figura 3.3.5 se observa que existe un pico significativo en los niveles de ARNm de prdx-2 a 

ZT5-9. En condiciones de oscuridad constante se observa un pico significativo a CT1 y una 

tendencia que sugiere otros 2 picos a CT9 y CT17, que indicarían un periodo menor a 24 h 

en OO (Figura 3.3.5, a ≠ b y c ≠ d; p<0,05 ANOVA de una vía seguido de un test de 

comparaciones múltiples de Tukey). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3.3.5. Niveles de ARNm de prdx-2. PCR en tiempo real para el gen prdx-2. Cada 

punto representa el promedio geométrico de 3 réplicas biológicas correspondientes a 

poblaciones individuales de nematodos. Los niveles de expresión fueron normalizados al 

promedio geométrico de 3 genes de referencia (cdc-42, y45f10d.4 y pmp-3). a ≠ b y c ≠ d, 

p<0,05 ANOVA de una vía seguido de un test de comparaciones múltiples de Tukey. 
 
 
 
 

El análisis de ajustes a ondas senoidales por transformada rápida de Fourier nos 

indica que el gen prdx-2 posee ritmos diarios de transcripción. Es decir que solamente cicla 

bajo condiciones LO, pero al pasar a condiciones constantes los ritmos se ajustan a una onda 

con periodo de 8 h. Esto mismo se repite cuando consideramos el set de datos completo (LO-

OO) (Tabla 3.3.4). 
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Tabla 3.3.4. Análisis de Transformada rápida de Fourier para el gen prdx-2. A través de 

un algoritmo de MATLAB (Keegan, et al. 2007) se analizó la potencia de Fourier para ajustes 

de ondas de diferentes periodos (8; 9,6; 12; 16, 24 y 48 h) y se calculó el p valor para la mejor 

potencia de Fourier que se ajustara a los datos. La tabla muestra el mejor ajuste de onda para 

cada serie de datos, en condiciones LO, OO o LO-OO. 
 
 
 
La sobreexpresión de catalasas aumenta el porcentaje de sincronización a ciclos de 

luz:oscuridad 

 
 

Debido a reportes previos que indican que la señal de la luz podía ser transducida a 

través de señales redox utilizando al H2O2 como segundo mensajero (Hirayama, et al. 2007; 

Forman, et al. 2010), realizamos experimentos de sincronización a ciclos de luz:oscuridad 

(LO) 12 h : 12 h, comparando la cepa salvaje N2 con una cepa transgénica que sobreexpresa 

el locus de C. elegans con 3 genes que codifican para enzimas con actividad catalasa (ctl-1, 

ctl-2 y ctl-3). 

En la figura 3.3.6 podemos observar un análisis de transición de fase de la cepa 

salvaje N2 (figura 3.3.6). Estos nematodos fueron sujetos a 7 días de un ciclo LO 12 h : 

12 h y luego fueron liberados en condiciones constantes. De esta manera podemos estudiar 

la capacidad de sincronización de los nematodos a este estímulo ambiental mediante una 

comparación de la fase de la actividad locomotora previa y posterior a la liberación en OO 

(figura 3.3.6). Si las fases son similares, entonces la población está realmente sincronizada, 

mientras que si las fases en LO y OO difieren en más de 120 minutos, entonces estamos 

ante un fenómeno de masking o enmascaramiento. Este fenómeno tiene lugar cuando el 

zeitgeber ejerce su efecto directamente sobre la salida analizada, pasando por alto el 

oscilador endógeno del reloj. El análisis de los resultados nos muestra que si bien el 48% 

de las poblaciones de nematodos N2 son rítmicas, sólo un 9% está verdaderamente 

sincronizada al ciclo LO (n=181). 
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Figura 3.3.6 Análisis poblacional de la sincronización de C. elegans N2 a un ciclo LO 
 

12 h : 12 h. A) Actograma representativo de una población de nematodos N2. B)El diagrama 

de transición de fase muestra la acrofase promedio de la actividad locomotora de los primeros 

7 días en LO versus el primer día en OO. Los círculos verdes indican las poblaciones de 
 

nematodos que se sincronizaron al ciclo LO. 
 
 
 

 
A) B) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3.3.7 Análisis poblacional de la sincronización de la cepa de C. elegans GA800, 

que sobreexpresa 3 genes de catalasa, a un ciclo LO 12 h : 12 h. El diagrama de transición 

de fase muestra la acrofase promedio de la actividad locomotora de los primeros 7 días en LO 

versus el primer día en OO. Los círculos verdes indican las poblaciones de nematodos que se 

sincronizaron al ciclo LO. 
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Figura 3.3.8. Porcentaje de 

nematodos rítmicos. La figura 

indica el porcentaje de nematodos 

sincronizados y enmascarados de 

las cepas N2 y GA800, que sobre- 

expresa las 3 catalasas de C. 

elegans. 
 

 
 
 

Al repetir este ensayo con la cepa GA800 (figura 3.3.7), una cepa con background 

genómico N2 que sobreexpresa las catalasas ctl-1, ctl-2 y ctl-3, observamos que el porcentaje 

de nematodos rítmicos es del 91%, mientras que el porcentaje de nematodos verdaderamente 

sincronizados al ciclo LO asciende a un 57,1% (n=35). Comparando estos valores obtenidos 

con los de la cepa salvaje, observamos que el número de poblaciones rítmicas es 

significativamente mayor en la cepa GA800 (p<0,0001; Test exacto de Fischer). Asimismo, al 

comparar el número de poblaciones realmente sincronizadas al ciclo LO, nuevamente 

encontramos que la cepa GA800 tiene mayor capacidad de sincronización que la cepa N2 

(p=0,001; Test exacto de Fischer). 

 

 

Discusión 
 
 
Variaciones diarias en la actividad de la enzima catalasa 

 
En este estudio hemos descrito la existencia de variaciones a nivel de actividad 

enzimática de la enzima catalasa, encontrándose un máximo de actividad durante la fase de 

luz a ZT9 (figura 3.3.1). El periodo tiende luego a mantenerse en condiciones de libre curso, 

encontrándose un máximo a CT9 (figura 3.3.1). La presencia de ritmos en la actividad de 

esta enzima está en línea con los descrito en otros organismos, como ser ratas (Agapito, 

et al. 1999; Hardeland, et al. 2003), hámsters (Coto-Montes, et al. 2001; Hardeland, et al. 

2003), escarabajos del género Pyrearinus (Barros y Bechara 2001), la mosca de la fruta 

Drosophila melanogaster (Hardeland, et al. 2003) o el pez cebra, Danio rerio (Hirayama, et al. 

2007). Sin embargo, la forma del ritmo parece depender del organismo estudiado en 

particular, ya que se han descrito ritmos de  actividad  bimodales  (Barros y Bechara 2001; 

Coto-Montes, et al. 2001) y unimodales (Agapito, et al. 1999; Hardeland, et al. 2003), siendo 

el ritmo encontrado en C. elegans de ésta última forma. 

La importancia de encontrar ritmos en la actividad de esta enzima radica en el hecho 

de que su actividad es la detoxificación del peróxido de hidrógeno, una molécula que ha 

sido descrita como segundo mensajero en lo que se han llamado cascadas de señalización  
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redox (Forman, et al. 2010). Variaciones en la actividad enzimática podrían estar ajustando 

los niveles de respuesta de estas cascadas de señalización. Además, recientemente se ha 

descrito un rol para el H2O2 en el mecanismo de sincronización por luz del reloj biológico 

del pez cebra, Danio rerio (Hirayama, et al. 2007). En este trabajo se muestra que un 

pulso de H2O2  es capaz de inducir la oscilación circadiana de genes reloj en la línea de 

cultivo celular Z3. Por otro lado, demuestra también que la actividad de la enzima catalasa 

es dependiente de la luz, con un máximo en la transición día-noche; y, que actúa como un 

regulador negativo de la señalización por H2O2 al reloj (Hirayama, et al. 2007; Uchida, et al. 

2010). Por otro lado, también debemos considerar que la actividad catalasa puede estar 

actuando simplemente según su efecto clásico como detoxificador de ROS. En tal caso, la 

importancia de encontrar ritmos en su actividad enzimática se traduce en variaciones en la 

capacidad de tolerar estrés oxidativo proveniente del metabolismo celular o, del medio 

ambiente donde habitan los nematodos. En este sentido, el hecho de que el máximo de 

actividad enzimática se encuentre durante el día corelaciona con los resultados de tolerancia 

a estrés oxidativo obtenidos en el capítulo 1. En estos ensayos se demostró la existencia de 

ritmos circadianos de tolerancia a H2O2, con un máximo al inicio del día (Figuras 1.3.1F y 

1.3.1G). Si bien la actividad enzimática CAT tiene su máximo en la mitad del día, esto 

concuerda bien con el hecho de que la tolerancia a este agente estresante es mayor durante 

el día que durante la noche. 

 
 
Variaciones diarias en los niveles de ARNm de enzimas redox 

 
Para determinar si las variaciones observadas en los niveles de actividad dependían 

de variaciones a nivel transcripcional, se caracterizaron los niveles basales de expresión de 

los genes que codifican para los diferentes sistemas que regulan el balance redox celular: el 

sistema SOD-CAT/PRX, el sistema glutatión y el sistema tiorredoxina. En el caso de las 

catalasas (ctl-1 y ctl-3), se observó la presencia de patrones rítmicos de expresión, aunque 

no de 24 h. ctl-1 mostró un pico transcripcional significativo a ZT13 en condiciones LO, pero 

análisis posteriores revelaron que este ritmo se ajusta mejor a una onda de 12 h, que a un 

patrón de 24 h. Por otro lado, ctl-3 mostró una expresión prácticamente constante en LO, 

exhibiendo 2 picos en condiciones OO, que se ajustaron a un patrón de 8 h. El patrón de 

expresión de ctl-1 es muy similar al observado para peces zebra entrenados en condiciones 

LO (Hirayama, et al. 2007), donde el máximo de expresión se encuentra hacia el final del día / 

comienzo de la noche y luego los ritmos se pierden en condiciones constantes. Si 

comparamos los datos de expresión con los datos de actividad enzimática, vemos que el pico 

en actividad antecede al pico de expresión de ctl-1. Esto pareciera no ser lógico, pero 

debemos recordar que la actividad medida es debida a todas las enzimas con actividad 

catalasa del organismo. Es decir, la relacionada con los 3 genes ctl y cualquier otra proteína 

con actividad catalasa aún no descripta que pudiera tener C. elegans. 
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También se cuantificaron los niveles de expresión de uno de los genes codificantes para 

una superóxido dismutasa, sod-3, y se encontró un patrón rítmico en condiciones de LO. Este 

patrón de expresión continuó en condiciones de oscuridad constante, indicando que para el 

organismo es importante una expresión rítmica de esta enzima. Es más los análisis por 

transformada de Fourier indican que este gen tiene un patrón de transcripción circadiano, 

ajustándose correctamente a una onda senoidal con periodo de 24 h. 

Luego se analizaron los niveles transcripcional de prdx-2. En este caso se encontraron 

ritmos diarios de 24 h, con un pico a ZT9 en condiciones LO. Al pasar a condiciones 

constantes, observamos que los ritmos de 24 h se pierden. Esto se evidencia en el análisis de 

Tukey y el posterior análisis por transformada de Fourier, que indica la presencia de ritmos de 

8 h. 

Además del sistema de detoxificación por catalasa/peroxirredoxina y superóxido 

dismutasa, existen otros dos grandes sistemas de regulación redox, que son el sistema 

glutatión y el sistema tiorredoxina. Para determinar si estos genes están regulados por el 

reloj de C. elegans, se caracterizaron los niveles de expresión de genes que codifican 

enzimas de ambos sistemas. En el caso del sistema glutatión se estudiaron los genes gsr-1, 

gst-36 y gpx (r03g5.5), que codifican para las enzimas glutatión-S-reductasa, glutatión-S-

transferasa y glutatión peroxidasa, respectivamente. Se descubrió que a pesar de que sólo 

gsr-1 está regulado de manera circadiana, dado que es el único que continúa ciclando en 

condiciones constantes, parece ser que es importante mantener una variación diaria en 

condiciones LO, dado que los 3 genes estudiados presentan un patrón de expresión con un 

período de 24 hs en dichas condiciones, de acuerdo al análisis por transformada de Fourier. 

En el caso del sistema tiorredoxina, si bien observamos que trxr-1 se ajusta a un 

patrón LO de 24 h, el ritmo observado no es significativo. Por otro lado, trxr-2 posee ritmos 

diarios que continúan en oscuridad constante y el análisis por transformada rápida de Fourier 

nos indica que se trata de un transcripto circadiano. 

En resumen, los resultados nos indican que de los 9 genes estudiados hay al menos 3 

genes (sod-3, gsr-1 y trxr-2) con un patrón de expresión circadiano y 4 genes (gpx, gst-

36, trxr-1 y prdx-2) que muestran una regulación directa por el zeitgeber, ya que ciclan bajo 

condiciones LO, pero luego pierden el patrón de 24 h en condiciones constantes. De los otros 

dos genes, ctl-1 exhibe una tendencia rítmica con un patrón cercano a las 24 h, aunque sin 

embargo este no es significativo; y, ctl-3 parece ser constante en LO y exhibe múltiples picos 

en OO. Al comparar estos patrones observados con aquellos descritos en una reciente 

publicación de un estudio a nivel transcriptómico global de la expresión en C. elegans 

mantenidos en diferentes ciclos de luz:oscuridad / temperatura (van der Linden, et al. 2010) 

encontramos que los patrones observados concuerda para el caso de gst-36 (cicla sólo en 

LO), pero no así para el resto de los transcriptos estudiados. Por ejemplo, resulta interesante 

notar que, aunque en ese mismo trabajo se había reportado que sod-3 ciclaba solamente bajo 

ciclos de temperatura, nosotros hemos encontrado ritmos en condiciones LO-OO. Sin 
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embargo, las diferencias en los patrones de expresión pueden deberse a que se 

usaron diferentes técnicas para analizar la expresión de dichos transcriptos. En este trabajo 

se tuvo especial cuidado en la elección de genes de referencia adecuados, ya que  la 

elección de un gen de referencia incorrecto puede  traer en  consecuencia conclusiones  

erróneas  (Vandesompele,  et  al.  2002;  Hoogewijs,  et  al.  2008).  Esta misma aclaración 

también es válida para el caso de prdx-2, que en una reciente publicación fue descrito como 

no rítmico (Olmedo, et al. 2012). Sin embargo en esa publicación se trabajó solamente con 

ciclos de temperatura y no con ciclos de luz:oscuridad; por ende, no podemos comparar los 

niveles transcripcionales de ARNm con los obtenidos en este trabajo. 

 

Estado redox y ritmos de actividad locomotora 
 
 

El hecho de encontrar ritmos en la actividad de enzimas detoxificantes de peróxido de 

hidrógeno y en la expresión de genes relacionados con los diferentes mecanismos que 

regulan el balance redox intracelular nos indica que estas variaciones son importantes para el 

organismo. Recientemente se demostró que al afectar el balance redox, en términos de los 

ritmos de oscilación de PRX, se provocan cambios en la amplitud y fase del reloj 

transcripcional-traduccional de plantas y bacterias (Edgar, et al. 2012). Además, publicaciones 

previas demostraron que el balance redox juega un papel en la sincronización de organismos 

diversos, como los hongos (Yoshida, et al. 2011; Belozerskaya, et al. 2012) y los peces 

zebra (Hirayama, et al. 2007). Estos trabajos nos daban un indicio de que la señalización 

redox podía ser parte del mecanismo de sincronización por luz y por esto, decidimos trabajar 

con una cepa mutante que sobreexpresa catalasas y, posiblemente, tenga afectada la 

señalización redox. Resulta interesante notar que encontramos que las poblaciones de 

nematodos mutantes poseían una mayor capacidad de sincronización que los nematodos 

salvajes (Figuras 3.3.6, 3.3.7 y 3.3.8) aunque no está claro aún cuál es el mecanismo que 

permite dicho incremento en el porcentaje de nematodos sincronizados. Podemos hipotetizar 

que se trata de una mejora en la relación señal/ruido del sistema de señalización redox 

mediado por H2O2. Dado que las catalasas son las encargadas de eliminar rápidamente 

cualquier exceso de peróxido de hidrógeno y, que la Km de las catalasas es levemente menor 

que la Km de las peroxirredoxinas, que son las encargadas de transducir la señal redox, 

podemos suponer que las peroxirredoxinas se encuentran en un ambiente relativamente 

limpio del ruido generado por las especies reactivas del oxígeno provenientes del 

metabolismo general y, por ende, están en mejores condiciones de transducir cambios en el 

estado redox. Sin embargo, esto es sólo una hipótesis y se necesitan máx experimentos para 

comprobarlo. 

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que existen variaciones en diversos 

sistemas de regulación redox del nematodo C. elegans, tanto a nivel de actividad enzimática 

como a nivel transcripcional, los cuales están de acuerdo con publicaciones previas de 
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estudios realizados en otros organismos. Además, los ensayos de actividad locomotora 

presentan indicios de que modificaciones en enzimas involucradas en la detoxificación de 

agentes redox son capaces de modificar la capacidad de sincronización de los nematodos 

frente a ciclos de LO. Resulta interesante notar que tanto la actividad CAT como la expresión 

de genes relacionados a mantener el balance redox, presentan máximos durante el día. Esto 

está de acuerdo con los resultados obtenidos para los ritmos de tolerancia a estrés oxidativo 

del capítulo 1 (en la figura 3.4.1, podemos ver un resumen de las fases de los ritmos 

descriptos en los últimos 3 capítulos a modo comparativo). Además, en la naturaleza, durante 

la fase de luz se producen más ROS debido al aumento en la intensidad de la radiación UV, 

lo cual implicaría que los organismos deberían estar preparados para afrontar este aumento 

predecible en los radicales libres. También debemos destacar que el hecho de que los 

nematodos posean un homólogo a PRX nos está indicando la presencia de un oscilador redox 

en C. elegans. Nuestros resultados nos muestran que prdx-2 exhibe ritmos transcripcionales 

en condiciones LO 12 h: 12 h y previamente, se ha demostrado que existen ritmos de 

sobreoxidación de PRDX-2 en condiciones constantes, luego de un entrenamiento a un 

ciclo de temperatura (Olmedo, et al. 2012). Estos resultados concuerdan con la hipótesis 

de la existencia de un sistema oscilador redox que data de hace 2500 millones de años, luego 

del gran evento de oxigenación que tuvo lugar en la Tierra. Se presume que este sistema 

permitió que los organismos se adaptaran a ciclos diarios en la producción/consumo de 

oxígeno y generación de ROS, dados por el ciclo de luz:oscuridad debido al ciclo diario 

día:noche. 

Es interesante destacar que los ritmos circadianos, generados en muchos organismos 

por un oscilador central (desconocido actualmente en C. elegans) deben comunicarse por 

distintas vías al resto del cuerpo. Así, las variaciones cíclicas en un tejido o célula 

determinada pueden acoplarse a otras áreas del organismo. Uno de los responsables 

posibles de este mecanismo en el nematodo bajo estudio será examinado en el capítulo 

siguiente. 
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Figura 3.4.1. Distribución de 

acrofases de los diferentes 

ritmos estudiados.   En  esta 

figura se observan las diferentes 

acrofases (puntos máximos), ya 

sea de tolerancia a un tipo de 

estrés o de expresión de ARNm 

de los  diferentes ritmos 

estudiados en los capítulos 1, 2 y 

3. A modo de comparación se 

muestran también el pico de 

actividad locomotora y el pico de 

síntesis de melatonina. 
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Capítulo 4 

 

Modulación de ritmos de actividad locomotora en C. elegans por factores ambientales 
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Introducción 

 
En los capítulos previos se ha demostrado la existencia de ritmos diarios de tolerancia a 

agentes estresantes abióticos, como el estrés osmótico y el estrés oxidativo; agentes 

estresantes bióticos, como la interacción con bacterias del género Pseudomonas; y también 

se ha mostrado la existencia de variaciones diarias en componentes que regulan el ambiente 

redox celular. Todos estos ritmos resultan pasibles de sincronización por un componente 

exógeno. Esto quiere decir que el oscilador central se “puso en hora” (ajustó su período y 

fase) de acuerdo al ciclo impuesto por esta señal del medio ambiente y luego, de alguna 

manera, fue capaz de dispersar estos ritmos al resto del organismo. En la naturaleza 

existen diferentes ciclos ambientales con un periodo de 24 horas como el ciclo luz/oscuridad, 

la temperatura, la actividad social, etc., que tienen la capacidad de sincronizar (poner en hora) 

al reloj biológico. Estas señales ambientales son conocidas como zeitgebers, o  dadores del 

tiempo, y la principal señal sincronizadora es el ciclo de luz:oscuridad (Aschoff, et al. 1975). 

Además, existen ciclos ambientales diferentes de 24 horas, como por ejemplo los ciclos 

de las mareas (12,4 horas) o el mes lunar (29,53 días). Estos ciclos representan la presión de 

selección sobre ritmos observados en animales que viven en ambientes entre mares. En 

todos los casos, el período endógeno (τ) se aproxima al periodo de un ciclo ambiental 

determinado (T). 

En presencia de señales externas, el reloj biológico ajusta su período y fase al zeitgeber 

mediante un proceso denominado sincronización (Pittendrigh 1960). La sincronización 

asegura la conexión entre el reloj biológico y los ciclos ambientales. Como ya fue dicho, en la 

naturaleza existen diferentes factores que pueden variar en forma rítmica, y como 

consecuencia actuar como zeitgebers; sin embargo, cada uno de estos factores pueden 

tener diferente capacidad de sincronizar el reloj biológico y, además, cada organismo puede 

presentar diferente sensibilidad a cada uno de ellos. Experimentos realizados con Drosophila 

melanogaster demostraron que ciclos de temperatura inducen sincronización de los ritmos 

comportamentales y oscilación de las proteínas reloj PERIOD y TIMELESS, en moscas 

crecidas en luz constante (Glaser y Stanewsky 2005, 2007). Las señales sociales también 

actúan como zeitgebers en determinadas especies. Recientemente se reportó que existe 

sincronización social de los ritmos de actividad locomotora en D. melanogaster (Lone y 

Sharma 2011). 

Bajo determinadas condiciones el zeitgeber puede no sincronizar al reloj y afectar 

directamente a las salidas del mismo en un fenómeno conocido como enmascaramiento (o 

masking). Una manera de poder diferenciar ambos procesos es observar el ritmo una vez 

eliminado el agente externo cíclico. La sincronización implica un control de fase del ritmo 

externo sobre el endógeno, mientras que el enmascaramiento implica reactividad al agente 

externo. Así, en el caso de la sincronización, si se retira el zeitgeber, la fase del ritmo en 

libre curso prácticamente no varía de la fase que poseía bajo el ciclo externo. Por otro lado, 
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en el caso de enmascaramiento, si se elimina el zeitgeber, el ritmo en libre curso empieza 

en una fase que no es predecible por la exposición previa al estímulo periódico (Madrid y Rol 

de Lama 2006). A través del enmascaramiento, los animales poseen la capacidad de 

responder directamente a las señales del ambiente. El enmascaramiento complementa al 

mecanismo de sincronización como mecanismos de control del reloj biológico de manera de 

ayudar a los animales a especializarse ya sea en un ambiente nocturno o diurno (Aschoff 

1988). 

Además del reloj biológico central, existen relojes circadianos en diversos tejidos y 

células y estos osciladores autónomos parecen estar organizados de una manera jerárquica 

(Reppert y Weaver 2002; Schibler y Sassone-Corsi 2002). Estos relojes situados en tejidos 

deiferentes al del oscilador central son llamados, de manera muy original, relojes periféricos. 

Como en ausencia de un reloj central funcional estos relojes periféricos rápidamente 

pierden amplitud, se los considera relojes esclavos que regulan los ritmos de cada tejido. Esto 

indica que el reloj central es capaz de “comunicarle” la hora a cada reloj periférico (Barclay, et 

al. 2012) (Figura 4.1.1). 

 

 
 
 

Figura 4.1.1. Reloj central y relojes 

periféricos.  Existen  osciladores 

circadianos autónomos en    diferentes 

tejidos y células del organismo. El reloj 

central es capaz de sincronizar los relojes 

periféricos del organismo por señales 

neuronales y/o humorales. 
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Existen mecanismos humorales y/o neuronales capaces de transmitir información desde  

el reloj central hacia cada uno de los tejidos. A través de conexiones neuronales, las señales 

de salida del reloj central son transmitidas a otras áreas del cerebro por ritmos de la actividad 

eléctrica. En mamíferos este ritmo también está expuesto a la modulación circadiana de 

ondas de calcio, que contribuyen a las oscilaciones diarias en el potencial de membrana 

(Pennartz, et al. 2002). Dentro de las señales humorales existen diversos neuropéptidos que 

cumplen un rol fundamental en la dispersión de los ritmos. En mamíferos, por ejemplo, este 

rol es cumplido en parte por TGF-α (Snodgrass-Belt, et al. 2005) y PK2 (Cheng, et al. 2002).  

En Drosophila melanogaster - y se presume que en otros insectos también – este rol es 

cumplido por el neuropéptido PDF (pigment dispersing factor). Éste péptido fue descubierto 

por ser homólogo a una hormona de crustáceos, PDH (del inglés Pigment Dispersing 

Hormone), que fue prácticamente uno de los primeros péptidos en ser identificados y 

caracterizados en invertebrados. Estas hormonas tienen la capacidad de actuar como 

neurotransmisores/neuromoduladores, controlando procesos como el cambio de color del 

integumento, dispersión de pigmentos en los ojos, respuesta de la retina y se sabe también 

que existe una clara relación entre PDH y la sincronización circadiana para, al menos, dos 

crustáceos (Sullivan, et al. 2009). 

En Drosophila melanogaster, PDF es requerido para mantener los ritmos de actividad 

bajo condiciones constantes (Renn, et al. 1999) mientras que sincroniza la fase y la amplitud 

de células osciladoras individuales (Peng, et al. 2003; Lin, et al. 2004). Utilizando 

anticuerpos anti-βPDH (una de las isoformas prsentes en crustáceos), PDF pudo ser 

localizado en neuronas lcerebrales (especialmente en áreas relacionadas con el sistema 

visual) y en el sistema nervioso abdominal (Dircksen, et al. 1987). 

Con la generación de un mutante para pdf en la mosca de la fruta D. melanogaster se 

logró estudiar en detalle la influencia de este neuropéptido y su participación como 

componente génico del reloj circadiano de estos organismos. Las moscas salvajes de D. 

melanogaster tienen una actividad rítmica bimodal con picos en la mañana y en la transición 

tarde-noche. Las moscas mutantes para pdf mantienen su ritmicidad en condiciones LD, 

aunque pierden su anticipación por la mañana y muestran un adelanto de 2 horas en su 

máximo de actividad en la transición tarde-noche. Luego de tres días en condiciones de 

oscuridad constante, los mutantes pdf pierden su ritmicidad; lo que refleja la pérdida gradual 

de la sincronización por PDF (Renn, et al. 1999). 

Estudios posteriores demostraron la existencia de un receptor de PDF denominado 

PDFR, una proteína de la familia de las GPCR‟s clase B (tipo secretina), las cuales usan 

proteínas Gαs para acoplar a la adenilato ciclasa y regular los niveles de AMP cíclico 

(Mertens, et al. 2005). Mutantes de pdfr fenocopian a los mutantes nulos de pdf, es decir, 

muestran un comportamiento rítmico aberrante (Mertens, et al. 2005). Entonces, podemos 
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inferir que si hay expresión de pdfr en las neuronas reloj, pdf debe cumplir algún rol autocrino 

sobre las mismas (Im y Taghert 2010). Su modo de acción puede ser vía difusión o a través 

de conexiones neuronales indirectas (Mertens, et al. 2005). 

 

A) MUSCLE (3.8) multiple sequence alignment 

 

Caenorhabditis_elegans_PDF2  NNAEVVNHILKNFGA-LDRLGDV 

Uca_pugilator -NSELINSIL---GL-PKVMNDA 

Cancer_productus  -NSELINSIL---GL-PKVMNDA 

Periplaneta_americana -NSELINSLL---GL-PKVLNDA 

Drosophila_melanogaster  -NSELINSLL---SL-PKNMNDA 

Caenorhabditis_elegans_PDF1a SNAELINGLI---GMDLGKLSAV 

Caenorhabditis_elegans_PDF1b  SNAELINGLL---SMNLNKLSGA 

*:*::* :: . :. . 

 

Figura 4.1.2. PDF en C. elegans. Alineamiento peptídico de los distintos homólogos de PDF 
 

utilizando el algoritmo de alineamiento de multiples secuencias (MUSCLE). 
 
 
 

El genoma de C. elegans contiene dos genes pdf, pdf-1 y pdf-2, que codifican tres 

péptidos: PDF-1a, PDF-1b y PDF-2 (Figura 4.1.2). Los tres péptidos pueden activar las tres 

isoformas de receptor de PDF, PDFR, codificados por un único gen pdfr-1. Estos péptidos 

están constituidos por 20 ó 22 aminoácidos. De forma similar a como se genera PDH en los 

crustáceos, en los nematodos PDF se origina a partir de una molécula precursora que 

consiste en un péptido señal, un conector y PDF maduro flanqueado por sitios de clivaje 

dibásicos (Figura 4.1.3). 

 
 
 

 
 

Figura 4.1.3. Precursores de las proteínas PDF en C. elegans. Los precursores tienen 

estructuras similares, un péptido señal, seguido de un péptido conector y el respectivo péptido 

PDF. 
 
 
 
 

Mediante el uso de reporteros GFP, se estudió la expresión espacial de PDF en C. 

elegans y se observó que el precursor de PDF-1 (que codifica tanto al péptido PDF-1a como 

a PDF-1b) se expresa en las interneuronas, neuronas sensoriales y neuronas motoras. 

Además algunos tejidos no-neuronales también expresan estos péptidos, como la glándula 

rectal y células de la válvula rectal intestinal. La expresión de pdf-2 se observó en las 

mismas localizaciones que pdf-1, e inclusive en ciertas células de la cavidad  bucal de los  
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nematodos. Todas las neuronas que expresan PDF en C. elegans juegan un papel en el 

sensado e integración de estímulos ambientales, como presencia de oxígeno u actividad 

locomotora (Janssen, et al. 2009). Para este último caso, mutantes de PDF-1a y PDF-1b 

muestran comportamiento locomotor alterado, lo que se manifiesta en una marcada 

disminución de su velocidad de movimiento. Por otro lado, mutantes de PDF-2 no mostraron 

diferencias con el fenotipo de locomoción salvaje (WT, del inglés wild type). Asimismo, dobles 

mutantes pdf-1/pdf-2 mostraron un fenotipo de locomoción similar al salvaje. Esto no ocurrió 

para mutantes del receptor pdfr-1, los cuales presentaron una velocidad de locomoción 

reducida (Tabla 4.1.1). 

 

 
 
 

Tabla  4.1.1.  Fenotipos  de  velocidad 

de locomoción en C. elegans. En la 

tabla se indican los fenotipos de 

locomoción de las       diferente cepas 

mutantes de genes pdf. 

 

(↓) velocidad reducida 
 

(wt) fenotipo de locomoción salvaje (wild 

type). 
 
 
 
 

Ritmos de actividad locomotora en Caenorhabditis elegans. 

 
Ya mencionamos que Caenorhabditis elegans es un nematodo que vive en el suelo y 

carece de órganos especializados sensibles a la luz. A pesar de ello, existen datos recientes 

que indican que son capaces de responder a estímulos fóticos. Trabajos de Ward y 

colaboradores (Ward, et al. 2008) demostraron que un estímulo lumínico genera una 

respuesta fototáxica negativa en los nematodos. Un grupo de neuronas sensoriales ciliadas 

fueron identificadas como posibles células receptoras capaces de mediar la fototaxis en estos 

animales. Estas células transducen la luz en una respuesta eléctrica mediada por canales 

CNG, usando cGMP como segundo mensajero. Por otro lado, C. elegans acelera 

fuertemente su locomoción en respuesta a la luz de longitud de onda corta, obteniéndose 

una máxima respuesta a la luz ultravioleta (Edwards, et al. 2008; Ward, et al. 2008). Esa 

respuesta a la luz es mediada por la proteína LITE-1, un receptor de luz ultravioleta que 

actúa en neuronas y pertenece a la familia de receptores gustativos (Gr) de invertebrados. 

Más recientemente, Liu et al. (2010) demostraron una posible cascada de fototransducción en 

C. elegans. Utilizando una combinación de técnicas electrofisiológicas, farmacológicas y 

genéticas, los investigadores demostraron que la fototransducción en la célula fotorreceptora 

ASJ requiere de proteína G dependiente de cGMP y la proteína LITE-1 (Liu, et al. 2010). 



 
 

 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

Como se explicó anteriormente en la introducción general, utilizando el sistema de 

registro de actividad locomotora desarrollado en nuestro laboratorio, se demostró que C. 

elegans es capaz de sincronizarse a ciclos de 24 horas de luz: oscuridad (LO) y de 

temperatura alta : temperatura baja (Tt) (Figura I.15 e I.16). Además los nematodos son 

capaces de resincronizarse luego de un cambio de fase de 6 horas en el ciclo LO (Figura 

I.15A) y el período de estos ritmos es capaz de compensar cambios en la temperatura 

(Simonetta, et al. 2009), cumpliendo con los requisitos para ser considerados verdaderos 

ritmos circadianos (Pittendrigh 1954; Sweeney y Hastings 1960). Uno de las principales 

ventajas de este sistema es que nos permite evaluar una salida clásica del reloj circadiano en 

forma continua y casi en tiempo real (Simonetta y Golombek 2007). 

En los capítulos previos se describieron diferentes ritmos de tolerancia a agentes 

estresantes que C. elegans puede encontrar a lo largo de su vida diaria en la naturaleza. 

Asimismo, también se demostró la existencia de ritmos en diferentes sistemas relacionados a 

la regulación del ambiente redox celular, qué protegen a los nematodos de los efectos 

nocivos del estrés oxidativo. Todos estos ritmos están controlados en última instancia por 

un reloj endógeno central, cuya maquinaria molecular y ubicación orgánica son aún 

desconocidas. Dilucidar cómo es que estos ritmos están controlados por este reloj central, 

nos permitiría entender mejor cómo es que este organismo afronta los cambios que ocurren 

diariamente en su hábitat. 

Experimentos de nuestro laboratorio (Simonetta, et al. 2008; Simonetta, et al. 2009; 

Migliori, et al. 2011b; Romanowski, et al. 2011; Migliori, et al. 2012) y otros (Kippert, et al. 

2002; Saigusa, et al. 2002; van der Linden, et al. 2010) indican que C. elegans es capaz de 

sincronizarse a ritmos de luz:oscuridad. Por otro lado, no se conoce aún cómo es que el 

reloj es capaz de dispersar o transducir los ritmos a todo el organismo. Teniendo en cuenta lo 

que se conoce acerca de la regulación de los relojes periféricos en otros organismos, es 

lógico pensar que un mecanismo similar puede estar actuando en Caenorhabditis elegans, ya 

sea a través de señales neuronales o humorales. En este aspecto, PDF resulta un 

candidato excelente de estudio. Este neuropéptido, que actúa como una salida del reloj en 

insectos, dispersando los ritmos a todo el organismo, tiene 2 ortólogos en C. elegans y podría 

estar cumpliendo este mismo rol. Valiéndonos del sistema de registro de actividad locomotora 

y de diferentes cepas mutantes de los genes pdf y su receptor, en este  capítulo intentaremos 

responder esta pregunta. 

 
 

Materiales y métodos 
 
 
Métodos generales y cepas utilizadas 

 
Se utilizaron animales de la especie Caenorhabditis elegans, cepas N2 (wild type), 

LSC27 (pdf-1(tm1996)), con una deleción de 588pb que afecta al primer exón; LSC40 (pdf-

2(tm4393)), con una deleción de 401pb que afecta al primer exón; LSC39 (pdfr-1(lst34)), 
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con una deleción de 855pb que afecta a las 3 variantes de splicing del receptor PDFR; pdf-1 

rescue (LSC27 + IstIs1[pdf-1 + elt-2::GFP]), un rescate con múltiples  copias  genómicas  de  

pdf-1; y el doble mutante LSC27 x LSC40 (pdf-1(tm1996); pdf-2(tm4393)). La cepa N2 fue 

provista por el Caenorhabditis Genetics Center, University of Minesotta, MN, USA. Las cepas 

mutantes, rescates y mutantes dobles para genes relacionados a PDF fueron gentilmente 

cedidas por la Dra. Ellen Meelkop (Universidad de Leuven, Bélgica). 

Los nematodos se mantuvieron en placas de  petri  con  medio  NGM (NaCl 0,3%, 

Peptona 0,25%, Colesterol 5 μg/ml, CaCl2  1 mmol/l, MgSO4 1 mmol/l, Agar 1.7% en buffer 

fosfato de potasio 25 mmol/l a pH 6,0), sembradas con una monocapa de Escherichia coli 

cepa OP50; en ciclos de luz:oscuridad (LO) 12 h : 12 h, con el encendido de las luces a las 

9:00 AM (definido como zeitgeber time 0 o ZT0). Las condiciones de temperatura fueron 

constantes (16°C). 

Para la realización de los ensayos de actividad locomotora se sincronizaron poblaciones 

de nematodos al mismo estadio de desarrollo utilizando el método de cloro (Lewis y 

Fleming 1995b). Los huevos obtenidos de la sincronización se cultivaron durante toda la 

noche en 3,5 ml de buffer M9 (Na2HPO4 42 mM, KH2PO4 22 mM, NaCl 85,5 mM, 

MgSO4 1 mM) + Antibiótico anti micótico 1x (Gibco, USA) en un erlenmeyer de 50 ml, en 

agitación (110 rpm) y a 18,5°C, bajo un ciclo LO 12 h: 12 h. Al día siguiente las larvas L1 

se transfirieron a placas de  petri con medio NGM, previamente sembradas con E. coli 

cepa OP50. Cuando los nematodos llegaron al estadío de larva L4, se transfirieron a placas 

de 96 pocillos (aproximadamente 5 gusanos por pocillo) conteniendo 40 µl de medio L15 

(Gibco, USA) suplementado con Antibiótico anti micótico 1,5x (Gibco, USA) + 5-

fluorodeoxyuridina (FUDR) 40 µM + colesterol 5 mg/ml + leche 2%. Las placas fueron 

cubiertas con cinta adhesiva para evitar la evaporación del medio. 

En los casos en los que hubo que trabajar con los animales en oscuridad, se utilizó 

una fuente de luz roja de intensidad menor a 1 lux. Este tipo de luz no posee efectos sobre la 

sincronización de C. elegans (Simonetta, et al. 2009). 

Todas las drogas utilizadas se compraron en Sigma Chemical Co. (St Louis, MO). 

 

 
Registro de la actividad locomotora 

 
El registro de la actividad locomotora de los nematodos se llevó a cabo mediante un 

sistema original desarrollado en nuestro laboratorio (Simonetta y Golombek 2007). El mismo 

consiste en el registro de la interrupción de microhaces de luz infrarroja, captados por un 

sensor cuya señal es convenientemente acondicionada y grabada en una computadora. 

Cuando los nematodos se mueven a través del haz de luz infrarroja, se genera una 

fluctuación transitoria de la señal que es detectada por el fototransistor. La señal, tanto sea de 

organismos individuales o de una población, es filtrada y analizada mediante periodogramas y 

análisis circular de Rayleigh para determinar la fase. 
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Adquisición y análisis de los datos 

 
Los datos del sistema de registro fueron adquiridos a intervalos de 1 minuto y agrupados 

de a 30 minutos para su procesamiento. La tendencia (trend) de los datos crudos fue 

removida y normalizada mediante la división de cada punto de datos por el punto 

correspondiente de una línea de tendencia, calculada mediante un filtro Butterworth pasa-

bajos con ventana de 72 horas (Levine, et al. 2002b). El filtro de Butterworth, similar a un filtro 

pasa-bajos/altos con media móvil, es ampliamente utilizado en el análisis de datos ruidosos 

(por ejemplo, el canto de cortejo de las moscas, o el análisis de la actividad locomotora de las 

moscas con el objetivo de eliminar los componentes de alta frecuencia y evitar posibles 

artefactos en la detección de picos) (Wright 1997; Levine, et al. 2002b). Las frecuencias altas 

fueron removidas mediante un filtro  de  ventana  móvil  de  4  horas  (Moving  Average  

Window). Los animales con nivel de actividad  muy  bajo  (<20%  del  promedio  de  actividad 

poblacional) fueron descartados. 

Para los experimentos  de  sincronización,  los  datos  filtrados  fueron analizados 

mediante análisis de Cosinor (utilizando el programa Els Temps). Dicho análisis se basa 

en el mejor ajuste de una función cosenoidal - de periodo 24 horas - a cada día de la serie 

temporal, y otorga como información los valores promedios de amplitud, acrofase (fase del 

valor máximo de actividad) y significancia estadística del ajuste. Para el análisis de los 

datos y la construcción de los actogramas se utilizaron animales que mostraron un ritmo 

estadísticamente significativo. La acrofase de cada grupo de 5-10 gusanos fue utilizada para 

la construcción de los histogramas. 

El análisis estadístico de los datos fue realizado mediante estadística circular (test de 

Rayleigh) (Levine, et al. 2002a). Para llevar a cabo la prueba estadística, los datos 

correspondientes a cada grupo de 5-10 gusanos fueron analizados mediante Cosinor, y la 

acrofase promedio fue utilizada para dicho análisis. El umbral de significancia establecido fue 

de p = 0,05. 

Los gráficos de actividad promedio (average activity plots) fueron construidos con 3 

días de actividad locomotora, utilizando la actividad sin tendencia y relativizada al promedio 

diario (basado en el algoritmo de análisis de ritmos en Drosophila melanogaster  “IandA Excel 

macro suite” (Steve Kay, Scripps Institute)). 

Para comparar la fase de los ritmos sujetos a sincronización (luz o temperatura) versus 

condiciones  constantes,  se  realizaron  diagramas  de  transición  de  fase  (phase transition 

(PTC) plots) (Pittendrigh 1981). Los mismos se construyeron utilizando el valor de 

acrofase para los últimos 3 días de la fase de sincronización vs. el primer día en condiciones 

constantes post-sincronización. 

Para los experimentos de condiciones constantes (OO), los datos filtrados fueron 

graficados (XY plot: actividad vs tiempo)  y clasificados manualmente teniendo  en cuenta 
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la amplitud de su ritmicidad (el análisis se limitó a los nematodos que presentaron una 

actividad mayor a 1.5 veces el valor medio entre el valle y pico de los ritmos) y la estabilidad 

de su ritmo. Los registros preseleccionados fueron analizados mediante periodogramas Lomb 

Scargle (utilizando el programa El Temps) y análisis visual. Cuando se encontraron 

diferencias importantes entre los análisis, se descartó al individuo del análisis global. Los 

histogramas fueron ajustados a una curva Gaussiana  utilizando el  programa  Sigmaplot.  La  

mediana y la varianza de la distribución del período fueron analizadas  utilizando  un  T-test  

para muestras  con varianzas desiguales y prueba F, respectivamente. 

Todos los datos fueron expresados como el valor medio ± SEM. 

 
Experimentos de sincronización por luz 

 
Para los experimentos de sincronización por luz, los nematodos (contenidos en las 

placas de 96 pocillos) fueron expuestos a un ciclo LO 12 h : 12 h por al menos 14 días. La 

iluminación consistió  en una lámpara fluorescente  compacta  integrada  (Philips Essential 

PLE15W230). Las condiciones de temperatura fueron constantes (17,5°C). La estabilidad 

de la temperatura de la incubadora fue chequeada utilizando un sensor de temperatura 

modelo DS1921H-F5 (Maxim Integrated Products, Inc. Sunnyvale, CA); este sensor posee 

una resolución de 0,125°C. Durante los experimentos no se observó variación de 

temperatura dentro de la incubadora de registro. 

 
 
Resultados 

 

Caracterización del rol de PDF en la sincronización por luz 

 

Para entender el rol de PDF en la sincronización por luz de los ritmos de actividad 

locomotora de Caenorhabditis elegans, se estudió la capacidad de sincronización de 

diferentes cepas con mutaciones en genes relacionados a PDF. En particular, se 

trabajó con cepas mutantes para pdf-1 (variante tm1996; mutante delecional, con una 

deleción de 588pb que afecta a PDF1a y PDF1b), pdf-2 (variante tm4393; mutante delecional, 

con una deleción de 401pb), un mutante doble (pdf-1; pdf-2) y el mutante del único receptor 

de PDF de C. elegans conocido hasta el momento, pdfr-1 (variante lst34; mutante delecional, 

con una deleción de 855pb que afecta a las tres variantes de splicing del receptor (Meelkop, 

et al. 2012)). Para poder tener una mayor resolución en la toma de datos se decidió realizar 

ensayos de actividad locomotora, ya que dicha salida puede ser estudiada en forma continua. 

De esta manera cambios sutiles en la fase, período o acrofase del ritmo pueden ser 

detectados eficazmente, mientras que si se emplean tomas de muestras discretas podríamos 

perdernos parte de la información. Se realizaron estudios poblacionales, ya que en estudios 

previos al analizar gusanos individuales se observó gran variabilidad en los patrones 
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obtenidos (Simonetta y Golombek 2007; Simonetta, et al. 2009). 

Se registró la actividad locomotora de nematodos adultos bajo ciclos de luz:oscuridad 

(LO) 12 h : 12 h durante 7 días y, luego se los dejó en condiciones de libre curso (free 

running), en oscuridad constante (OO), durante 7 días más. 

 
Cepa N2 
 

Los registros de actividad locomotora muestran que poblaciones de la cepa salvaje de 

C. elegans N2, son capaces de sincronizar a un ciclo LO con periodo de 24 horas (actograma 

representativo, figuras 4.3.1A; y periodograma, Figura 4.3.1B). A partir de los registros de 

poblaciones individuales, se realizaron análisis de Cosinor para cada uno de los registros y se 

construyó un histograma de acrofases (Figura 4.3.1C). Con estos datos se realizó un test de 

estadística circular de Rayleigh y se determinó que la acrofase promedio para la cepa 

salvaje se encontraba hacia el final de la noche (Figura 4.3.1D). Esta cepa exhibió un 

periodo poblacional promedio en LO de 23,6h y, de 23,7h en OO. 

Por su parte, el test poblacional por histogramas de fase muestra que la actividad 

locomotora de poblaciones de nematodos N2 presenta una distribución de acrofases bimodal 

con una población que exhibe una acrofase durante la noche y, otra que la exhibe hacia el 

final del día. Podría tratarse también de dos subpoblaciones con picos diferentes (Figura 

4.3.1C). En el actograma representativo se puede visualizar que la población fue capaz de 

sincronizarse a ciclos de luz/oscuridad. Además, en la figura puede verse que la actividad de 

la población parece ser parcialmente inhibida por la luz, ya que ésta decrece durante el 

transcurso del día. De esta manera, la sincronización al ciclo LO observada podría deberse en 

parte a un efecto de enmascaramiento de la actividad locomotora, y no a una sincronización 

del reloj circadiano en sí mismo. 
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Figura 4.3.1. Análisis poblacional de la sincronización de los gusanos N2 a ciclos de 

luz:oscuridad.  A) Actograma  representativo  correspondiente  a  una  población  de  20 

nematodos  sincronizados. B) Análisis por periodograma Lomb Scargle (LS), donde se observa 

un período cercano a las 24 hs (1440 min). C) Histograma de fases de las acrofases 

poblacionales en el ciclo LO. D) Test de Rayleigh de estadística circular, donde se puede ver la 

distribución de las acrofases de las poblaciones de nematodos en el ciclo de luz/oscuridad. 
 

 
 
 

Para poder determinar si la actividad locomotora de los nematodos N2 está 

efectivamente bajo control circadiano, se realizaron estudios para determinar si los nematodos 

estaban realmente sincronizados. Luego de que los nematodos estuvieron expuestos a un 

ciclo LO durante 7 días se los colocó en condiciones de oscuridad constante (OO) para así 

determinar si existía o no enmascaramiento. Se determinaron las acrofases previas al pasaje 

a condiciones constante y las acrofases del primer día en OO y se construyeron diagramas 

de transición de fase (phase transition (PTC) plots). En estos diagramas, las poblaciones 

sincronizadas se sitúan sobre la recta a 45° desde el origen. Todas aquellas poblaciones 

que se desvían de la recta están enmascaradas. Como criterio de desvío se definió que la 

diferencia entre la fase en OO y la fase en LO debía ser menor o igual a 120 minutos. 

En la Figura 4.3.2 se puede observar que no todas las poblaciones de nematodos están 

realmente sincronizadas ya que solo el 9% de las poblaciones se agruparon cerca de la línea 

de 45º, particularmente alrededor de las coordenadas (ZT4, CT4) y (ZT18, CT18), 240 y 

1080 minutos, respectivamente. Este resultado confirma también las dos poblaciones 

encontradas en cuanto a su acrofase de actividad locomotora en condiciones de LO. 
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Figura 4.3.2. Análisis poblacional de la sincronización de C. elegans N2 en la transición 

LO/OO. Diagrama de transición de fase mostrando la acrofase (análisis de Cosinor) de la 

actividad locomotora del primer día en OO (ordenada) en función de la acrofase promedio de 

los primeros 7 días en LO (abscisa). Los rombos verdes indican las poblaciones sincronizadas 

al ciclo LO, mientras que los rombos azules indican las poblaciones enmascaradas. Para 

mayor claridad, las poblaciones sincronizadas están encerradas en elipses verdes. 
 
 
 

Estos resultados sugieren que la luz es capaz de sincronizar los ritmos de actividad 

locomotora en un porcentaje relativamente reducido de poblaciones de C. elegans. Sin 

embargo, en el resto de los animales analizados se observó un posible enmascaramiento, ya 

que al eliminar el zeitgeber el ritmo en libre curso poseía una fase diferente a la 

determinada por el ciclo LO, cuyas acrofases promedio se agrupaban alrededor de ZT4 (240 

minutos) y ZT18 (1080 minutos). Este comportamiento puede deberse a que bajo 

determinadas condiciones el zeitgeber no sincroniza el reloj sino que afecta directamente a la 

salida del mismo. El enmascaramiento podría complementar al control del reloj biológico 

de C. elegans como una forma de otorgarle a los nematodos la capacidad de poder 

responder directamente a los cambios en el medio ambiente. 

Una vez analizadas las poblaciones de nematodos salvajes N2, se prosiguió con el 

análisis de las cepas mutantes de PDF. 

 

Cepa LSC27 (mutante pdf-1) 
 

Los actogramas de las poblaciones pdf-1 sujetas a condiciones LO 12 h: 12 h no 

muestran patrones robustos de actividad con periodo cercano a 24 horas (Figura 4.3.3). 

Si bien la acrofase promedio para estos mutantes es nocturna, el test de Rayleigh no es 

significativo (Figura 4.3.3D) y, analizando el histograma de acrofases, se observa una 

distribución dispersa a lo largo de todo el día, mostrando una leve tendencia a presentar una 

mayor actividad durante el día (Figura 4.3.3C). Esta cepa exhibió un periodo poblacional 

promedio en LO de 23,5h y, de 23,4h en OO. 
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En el actograma representativo puede visualizarse que la población no se sincronizó 

totalmente a los ciclos de luz:oscuridad y se vuelve rápidamente arrítmica en condiciones de 

curso libre (Figura 4.3.3A), a diferencia de lo observado con la cepa N2. Además el análisis 

del diagrama de transición de fase (Figura 4.3.4) muestra que, prácticamente, esta cepa no 

fue capaz de sincronizarse al ciclo LO. Sólo una pequeña proporción de las poblaciones (5% 

del total analizado) se agrupó cerca de la línea de 45º al origen, alrededor de las 

coordenadas (ZT3, CT3), o 180 minutos. En este gráfico también podemos observar una 

bimodalidad en las acrofases de LO, representada por un grupo de poblaciones con su frase 

centrada en ZT3, efectivamente sincronizadas, y otras centradas en ZT15, claramente 

enmascaradas. 
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Figura  4.3.3: Análisis poblacional de la sincronización de los nematodos LSC27 

(mutantes pdf-1) a ciclos de luz:oscuridad. A)  Actograma representativo correspondiente a 

una población de 20 nematodos  sincronizados. B) Análisis por periodograma Lomb Scargle 

(LS), donde se observa un período cercano a las 24 hs (1440 min). C) Histograma de fases de 

las acrofases poblacionales en el ciclo LO. D) Test de Rayleigh de estadística circular, donde 

se puede ver la distribución de las acrofases de las poblaciones de nematodos en el ciclo de 

luz/oscuridad. 
 

 
 
 

 
 

Figura  4.3.4.  Análisis  poblacional  de  la  sincronización  de  C.  elegans  pdf-1  en  la 

transición LO:OO. Diagrama de transición de fase mostrando la acrofase (análisis de Cosinor) 

de la actividad locomotora del primer día en OO (ordenada) en función de la acrofase promedio 

de los primeros 7 días en LO (abscisa). Los rombos verdes indican las poblaciones 

sincronizadas al ciclo LO, mientras que los rombos azules indican las poblaciones 

enmasacaradas. Para mayor claridad, las  poblaciones sincronizadas están encerradas en 

elipses verdes. 
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Estos resultados nos indican que la mutación en el gen pdf-1 afecta notablemente los 

ritmos de actividad locomotora de los nematodos, presentando estos animales una movilidad 

reducida, con pérdida de patrones definidos de actividad locomotora y de la ritmicidad. Esto 

último se evidencia en los períodogramas, ya que no es posible observar un único período 

significativo (periodograma representativo, Figura 4.3.3B) y además, la distribución de las 

acrofases aparentaría ser al azar, tal como se observa en el historgrama de acrofases 

(Figura 4.3.3C). 

 
Cepa rescate de pdf-1 

 

Para validar los resultados obtenidos con la cepa mutante para el gen pdf-1, se 

repitieron los experimentos de sincronización con una cepa que rescataba la mutación de la 

cepa LSC27, pdf-1 rescue, la cual fue generada por la Dra. Liliane Schoofs y la Dra. Ellen 

Meelkop (Laboratory of Functional Genomics and Proteomics, Zoological Institute, K.U. 

Leuven, Naamsestraat 59, B-3000 Leuven, Bélgica). Esta cepa es un integrante espontáneo 

de una línea generada por microinyección del gen completo de pdf-1 (incluyendo su promotor) 

junto a un marcador de selección (elt-2::GFP). 

 
 
 

 

 
 

Figura 4.3.5. Análisis poblacional de la sincronización de los gusanos mutantes pdf-1 
 

Rescue  a  ciclos  de  luz:oscuridad.  A)  Actograma  representativo correspondiente a  una 

población de 20 nematodos  sincronizados. B) Análisis por periodograma Lomb Scargle (LS), 

donde se observa un período cercano a las 24 hs (1440 min). C) Histograma de fases de las 

acrofases poblacionales en el ciclo LO. D) Test de Rayleigh de estadística circular, donde se 

puede ver la distribución de las acrofases de las poblaciones de nematodos en el ciclo de 

luz/oscuridad. 
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Los análisis poblacionales muestran que la cepa rescate es capaz de sincronizarse al 

ciclo LO con un patrón de actividad de 24 horas, de manera similar a la cepa salvaje N2, 

con una acrofase en la transición día-noche (Figura 4.3.5). Esta cepa exhibió un periodo 

poblacional promedio en LO y OO de 23,6h. 

El histograma de acrofases (Figura 4.3.5C) muestra una distribución de fases muy 

similar a la de la cepa N2 (Figura 4.3.1C), con un comportamiento básicamente bimodal, 

presentando un máximo durante la noche y otro durante el final del día y el principio de la 

noche. A pesar de esto, el test de estadística circular de Rayleigh (Figura 4.3.5D) no es 

significativo. En el actograma representativo (Figura 4.3.5A) puede visualizarse que la 

población como un todo es capaz de sincronizarse a ciclos de luz/oscuridad. Ésta población 

en particular presentó una acrofase centrada hacia el final del día (ZT19) en condiciones LO. 

Luego, se construyó un diagrama de transición de fase (Figura 4.3.6) para determinar 

la proporción de poblaciones realmente sincronizadas. Nuevamente, observamos un patrón 

similar a la cepa salvaje N2 (Figura 4.3.2). En este caso aproximadamente el 17% del total 

de las poblaciones analizadas se distribuyó cerca de la línea de 45º al origen alrededor de las 

coordenadas (ZT4, CT4) y (ZT19, CT19), 240 minutos y 1140 minutos, respectivamente. 

 

 

 
 

Figura 4.3.6. Análisis poblacional de la sincronización de C. elegans pdf-1 Rescue en la 

transición LO:OO. Diagrama de transición de fase mostrando la acrofase (análisis de Cosinor) 

de la actividad locomotora del primer día en OO (ordenada) en función de la acrofase promedio 

de los primeros 7 días en LO (abscisa). Los rombos verdes indican las poblaciones 

sincronizadas al ciclo LO, mientras que los rombos azules indican las poblaciones 

enmasacaradas. Para mayor claridad, las  poblaciones sincronizadas están encerradas en 

elipses verdes. 
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Estos resultados indican que la cepa pdf-1 rescue es efectivamente capaz de rescatar 

los defectos encontrados para la cepa LSC27 (mutantes pdf-1), recuperando los patrones de 

actividad presentados por la cepa salvaje N2. Esto indica que el gen pdf-1 está involucrado en 

el mecanismo de generación de ritmos de actividad locomotora. 

 

Cepa LSC40 (mutante pdf-2) 
 

Los ensayos con la cepa LSC40 no mostraron un ritmo de actividad locomotora 

demasiado alterado, pudiendo evidenciarse cierta ritmicidad con un patrón de actividad 

locomotora cercano a las 24 horas, en condiciones LO 12 h : 12 h (Figura 4.3.7). Esta cepa 

exhibió un periodo poblacional promedio en LO y OO de 23,2h. 

El histograma de acrofases mostró una distribución con un sesgo hacia el final del día y 

durante la noche (Figura 4.3.7C), pero el análisis de estadística circular no indica una acrofase 

promedio significativa (p>0,05; Test de Rayleigh, figura 4.3.7D). 

 

 

 

 

 
 

Figura 4.3.7. Análisis poblacional de la sincronización de los gusanos mutantes pdf-2 a 

ciclos de luz:oscuridad. A) Actograma representativo correspondiente a una población de 20 

nematodos  sincronizados. B) Análisis por periodograma Lomb Scargle (LS), donde se observa 

un período cercano a las 24 hs (1440 min). C) Histograma de fases de las acrofases 

poblacionales en el ciclo LO. D) Test de Rayleigh de estadística circular, donde se puede ver la 

distribución de las acrofases de las poblaciones de nematodos en el ciclo de luz/oscuridad. 
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Luego de 7 días en ciclos LO, los nematodos fueron colocados en condiciones 

constantes (OO), para poder determinar si la actividad locomotora de los mismos está bajo 

control circadiano. A partir de los datos de acrofases promedio en LO y del primer día de OO, 

obtenidos por análisis de Cosinor, se observó que las poblaciones de nematodos LSC40 se 

sincronizaron parcialmente al ciclo luz:oscuridad. Sólo un 2% de las poblaciones exhibieron 

fases que se agruparon cerca de la línea de 45º al origen, alrededor de las coordenadas 

(ZT19, CT19), o 1140 minutos. Esto nos indica que las poblaciones de nematodos estaban en 

su mayoría enmascaradas (sólo una población de nematodos realmente se encuentra 

realmente  sincronizada), debido a que al eliminar el zeitgeber el ritmo en libre curso exhibió 

una fase diferente a la determinada por el ciclo LO (Figura 4.3.8). 

 

 

 

 

 
 

Figura  4.3.8.  Análisis  poblacional  de  la  sincronización  de  C.  elegans  pdf-2  en  la 

transición LO:OO. Diagrama de transición de fase mostrando la acrofase (análisis de Cosinor) 

de la actividad locomotora del primer día en OO (ordenada) en función de la acrofase promedio 

de los primeros 7 días en LO (abscisa). Los rombos verdes indican las poblaciones 

sincronizadas al ciclo LO, mientras que los rombos azules indican las poblaciones 

enmasacaradas. Para mayor claridad, las  poblaciones sincronizadas están encerradas en 

elipses verdes. 
 

 
 
 

La deleción parcial que afecta al mutante pdf-2 mostró un efecto sutil sobre a la 

actividad locomotora de los nematodos bajo condiciones LO, diferente al exhibido por la 

cepa LSC27. Las poblaciones de estos mutantes presentan patrones de actividad que 

pueden ser observados en los actogramas, pero su actividad no se encuentra consolidada, lo 

cual se comprueba al observar que los periodogramas no muestran periodos significativos 

(periodograma representativo, figura 4.3.7B). Este tipo de comportamiento puede 
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considerarse un “rítmo débil” (weakly rhythmic). Este término fue acuñado para catalogar a 

moscas Drosophila melanogaster que exhibían inicios (onsets) y finales (offsets) de 

actividad fácilmente reconocibles en los actogramas, pero con una actividad poco 

consolidada, resultando en periodogramas que describen periodos no significativos o apenas 

significativos (Yang y Sehgal 2001). 

 

Cepa doble mutante (pdf-1;pdf-2) 
 

Para comprobar si los efectos observados en las cepas mutantes LSC27 y LSC40 

podían sumarse, se trabajó con el doble mutante  pdf-1; pdf-2. En este caso, las 

poblaciones sujetas a ciclos LO 12 h : 12 h exhibieron patrones de actividad de 24 horas con 

una acrofase preponderantemente nocturna (Figura 4.3.9), aunque no tan evidentes como los 

de la cepa salvaje (Figura 4.3.1). Esta cepa exhibió un periodo poblacional promedio en 

LO de 23,2h y, de 22,7h en OO. 

 

 

 
 

Figura 4.3.9. Análisis poblacional de la sincronización de los gusanos mutantes pdf- 
 

1;pdf-2 a ciclos de luz:oscuridad. A) Actograma representativo correspondiente a una 

población de 20 nematodos  sincronizados. B) Análisis por periodograma Lomb Scargle (LS), 

donde se observa un período cercano a las 24 hs (1440 min). C) Histograma de fases de las 

acrofases poblacionales en el ciclo LO. D) Test de Rayleigh de estadística circular, donde se 

puede ver la distribución de las acrofases de las poblaciones de nematodos en el ciclo de 

luz/oscuridad. 
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El análisis del histograma de acrofases muestra una ditribución de fases a lo largo del 

ciclo, con una tendencia de mayor actividad hacia la noche (Figura 4.3.9C). Sin embargo,  

esta tendencia no es significativa, tal como lo demuestra el test de estadística circular de 

Rayleigh (Figura 4.3.9D) 

En el actograma (Figura 4.3.9A) puede visualizarse que la población se sincroniza a 

los ciclos de luz/oscuridad, aunque no de una forma tan robusta como la observada para la 

cepa N2 (Figura 4.3.1A), indicando un patrón de actividad no consolidado, que concuerda con 

la ausencia de un único periodo significativo observada en los períodogramas (periodograma 

representativo, Figura 4.3.9B). 

Por otro lado, resulta interesante notar que el análisis de sincronización revela que un 

9% del total de las poblaciones está realmente sincronizada, una proporción similar a la 

encontrada con la cepa salvaje N2. Tal como se puede observar en la figura 4.3.10, estas 

poblaciones sincronizadas se agruparon cerca de la línea de  45º  al origen alrededor de 

(ZT4, CT4) y (ZT21, CT21), 240 y 1260 minutos, respectivamente. 

 

 

 

 
 

Figura 4.3.10. Análisis poblacional de la sincronización de C. elegans pdf-1;pdf-2 en la 

transición LO:OO. Diagrama de transición de fase mostrando la acrofase (análisis de Cosinor) 

de la actividad locomotora del primer día en OO (ordenada) en función de la acrofase promedio 

de los primeros 7 días en LO (abscisa). Los rombos verdes indican las poblaciones 

sincronizadas al ciclo LO, mientras que los rombos azules indican las poblaciones 

enmasacaradas. Para mayor claridad, las  poblaciones sincronizadas están encerradas en 

elipses verdes. 
 

 
 
 

Los resultados para estos mutantes dobles nos muestran que, contrariamente a lo 

esperado, estas poblaciones no poseen alteraciones graves en los ritmos de actividad 
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locomotora, sino que exhiben lo que podría definirse con un ritmo débil. Esto resulta 

sorprendente ya que tomando en cuenta los efectos exhibidos por los mutantes pdf-1, que 

muestran ritmos de actividad locomotora notoriamente afectados, los resultados aquí 

obtenidos sugieren un efecto compensatorio en los dobles mutantes pdf-1;pdf-2. 

 

Cepa LSC39 (mutante pdfr-1) 
 

Habiendo observado los efectos causados por mutaciones en los dos genes que 

codifican para péptidos PDF en C. elegans, se estudiaron los efectos causados por una 

mutación en el gen codificante para el receptor, pdfr-1. En condiciones LO 12 h :12 h, se 

observó un patrón de actividad de 24 horas, con una acrofase hacia el final del periodo de 

oscuridad (Figura 4.3.11). Esta cepa exhibió un periodo poblacional promedio en LO de 

23,4h y, de 22,9h en OO. 

 

 

 

 

 
 

Figura 4.3.11. Análisis poblacional de la sincronización de los gusanos mutantes pdfr-1 a 

ciclos de luz:oscuridad. A) Actograma representativo correspondiente a una población de 20 

nematodos  sincronizados. B) Análisis por periodograma Lomb Scargle (LS), donde se observa 

un período cercano a las 24 hs (1440 min). C) Histograma de fases de las acrofases 

poblacionales en el ciclo LO. D) Test de Rayleigh de estadística circular, donde se puede ver la 

distribución de las acrofases de las poblaciones de nematodos en el ciclo de luz/oscuridad. 
 

 
 
 

El análisis del histograma de acrofases reveló que el máximo de actividad se centró en 

el final de la noche (Figura 4.3.11C), exhibiendo un comportamiento completamente unimodal. 

Esta pérdida de uno de los componentes (o una de las subpoblaciones) del esquema 



 
 

 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

bimodal de distribución de acrofases, puede ser comparada con la pérdida del pico 

matutino de actividad (componente M) que ocurre en los mutantes nulos pdf y del receptor de 

PDF Drosophila melanogaster (Renn, et al. 1999; Hyun, et al. 2005; Lear, et al. 2005). En el 

actograma representativo (Figura 4.3.11A) se observa que la población de nematodos fue 

capaz de sincronizarse al esquema de luz:oscuridad, de una manera similar a la cepa salvaje 

(Figura 4.3.1A). Los periodogramas nos muestran que esta cepa exhibió un ritmo con un 

periodo cercano a las 24 horas (periodograma representativo, figura 4.3.11B). 

Los análisis de sincronización revelaron una capacidad de sincronización cercana a la 

de la cepa N2, con un 13% de las poblaciones agrupándose alrededor de la línea de 45° al 

origen, cerca de las coordenadas (ZT6, CT6), o 360 minutos. El resto de las poblaciones 

también exhibieron una acrofase LO cercana a ZT6, aunque sin embargo, al ser liberadas en 

condiciones de libre curso la acrofase fue diferente, lo cual indica que estaban 

enmascaradas (Figura 4.3.12). 

 

 

 

 

 
 

Figura  4.3.12.  Análisis  poblacional de  la  sincronización de  C.  elegans  pdfr-1  en  la 

transición LO:OO. Diagrama de transición de fase mostrando la acrofase (análisis de Cosinor) 

de la actividad locomotora del primer día en OO (ordenada) en función de la acrofase promedio 

de los primeros 7 días en LO (abscisa). Los rombos verdes indican las poblaciones 

sincronizadas al ciclo LO, mientras que los rombos azules indican las poblaciones 

enmasacaradas. Para mayor claridad, las  poblaciones sincronizadas están encerradas en 

elipses verdes. 
 

 
 
 

Estos resultados sugieren que la mutación en el gen pdfr-1 no estaría afectando los 

ritmos de actividad locomotora para estos nematodos, pero sí la distribución de acrofases a 

nivel poblacional, ya que sólo retiene el componente nocturno y desaparece el componente 
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de la transición día-noche (comparar figuras 4.3.2 y 4.3.12). 

Un resumen de los resultados obtenidos en los ensayos de sincronización puede 

observarse en la figura 4.3.13. En cada ensayo se consideró como el 100% de las 

poblaciones a todas aquellas que pasaron el test de normalidad (poblaciones analizables).  

En base a este  número de poblaciones se calculó el porcentaje de nematodos rítmicos 

(aquellos que se ajustaron al periodo impuesto por el zeitgeber) y de nematodos realmente 

sincronizados (aquellos que continuaban con la misma fase con que venían de LO, al ser 

liberados en condiciones constantes). De esta forma se encontró que las cepas mutantes pdf-

1 y pdf-2 poseen un porcentaje de poblaciones rítmicas menor que la cepa N2 (p<0,0001 y 

p=0,0140, respectivamente; Test exacto de Fischer). Esto nos indica que su capacidad de 

entrenarse al ciclo LO 12 h : 12 h es significativamente menor al de la cepa salvaje. Por otro 

lado, las cepas del doble mutante pdf-1; pdf-2 y pdfr-1 no mostraron diferencias 

significativas en su capacidad de entrenamiento con respecto a la cepa salvaje (p=0,6249 y 

p=0,8688, respectivamente; Test exacto de Fischer). En línea con lo observado en los 

ensayos, se encontró que la cepa pdf-1 rescue recupera su capacidad de entrenamiento e 

incluso supera levemente a la cepa salvaje (p=0,0421; Test exacto de Fischer). A su vez, 

cómo era esperable, la cepa pdf-1 tiene una menor capacidad de entrenamiento que el 

rescate (p<0,0001; Test exacto de Fischer). Al analizar la capacidad de sincronización 

observamos que ninguna de las cepas es diferente significativamente de la cepa salvaje 

(p>0,05; Test exacto de Fischer). Sin embargo, si se encuentra una diferencia significativa en 

la capacidad de sincronización de la cepa pdf-1 comparada con su rescate (p=0,0368; Test 

exacto de Fischer) (Tabla 4.3.1). 

 

 
 
 

Figura 4.3.13.  Porcentaje de 

nematodos sincronizados   y 

enmascarados.  En  esta figura  se 

observa, en un gráfico de columnas 

apiladas, el porcentaje de nematodos 

sincronizados (blanco) y enmascarados 

(gris) para cada cepa. La columna apilada 

representa el porcentaje de poblaciones 

rítmicas sobre el total de poblaciones 

analizables. 
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Tabla 4.3.1. Poblaciones de nematodos entrenados y sincronizados a ciclos LO. En la 

tabla se observa el porcentaje de nematodos entrenados y sincronizados, y el periodo en LO y 

OO de cada una de las cepas analizadas. * p<0,05 – Test exacto de Fischer de cada cepa 

comparada con la cepa N2; † p<0,05 – Test exacto de Fischer de pdf-1 comparado con pdf-1 

rescue. 
 

 
 
 

Análisis de la expresión de genes pdf 

 
Una vez realizados los ensayos de comportamiento, se procedió a estudiar el patrón 

de expresión de los genes codificantes para los péptidos PDF y el receptor PDFR de C. 

elegans. Para esto se tomaron muestras de poblaciones de nematodos adultos (crecidos en 

ciclos LO y temperatura constante) cada 4 horas en 13 puntos horarios (1 día  en LO 

seguido de 1 día en OO) de acuerdo a lo descrito en la sección de materiales y 

métodos, se extrajo el ARN total, se realizó la síntesis de primer cadena y se realizaron 

estudios de PCR en tiempo real. El gen sod-3, fue utilizado como control positivo de 

ritmicidad, de acuerdo a lo estudiado en el capítulo 3. 

Los niveles de ARNm de los genes pdf prácticamente no varían durante ciclos de 

luz:oscuridad seguidos por un período de free running en oscuridad constante (Figura 

4.3.14). Los niveles de expresión de cada transcripto fueron analizados por ANOVA de una 

vía, seguido de un test de comparaciones múltiples de Tukey. En el caso de ard-1, un gen 

house keeping que no cicla (van der Linden, et al. 2010) utilizado como control, y de pdfr-1, 

no se encontraron diferencias significativas entre ninguno de los puntos (p>0,05; Test de 

comparaciones múltiples de Tukey; Figuras 4.3.14D y 4.3.14A). Además, el análisis por 

cosinor revela que los datos no se ajustan a una onda coseno con periodo de 24hs (p>0,05). 

En el caso de pdf-1 y pdf-2 se encontraron variaciones significativas entre algunos puntos 

(p>0,05; Test de comparaciones múltiples de Tukey; Figuras 4.3.14B y 4.3.14C). Sin 

embargo, dichas variaciones no se ajustan a un cosinor con un periodo de 24hs (p>0,05), 

con lo cual podemos decir que estos genes no se expresan con un periodo 24 horas bajo 

ciclos de luz/oscuridad, lo que está en línea con lo descripto hasta ahora en D. melanogaster 

(Park y Hall 1998). 
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Figura 4.3.14. Niveles de ARNm de genes pdf. A) PCR en tiempo real para el gen ard-1 

(control negativo de ciclado). B) PCR en tiempo real del gen sod-3 (control positivo de 

ciclado). C) PCR en tiempo real para el gen pdf-1. D) PCR en tiempo real para el gen pdf-2. 

E) PCR en tiempo real para el gen pdfr-1. Cada punto representa el promedio geométrico 

de 3 réplicas biológicas  correspondientes  a  poblaciones  individuales  de  nematodos.  

Los  niveles  de expresión fueron normalizados al promedio geométrico de 3 genes de 

referencia (cdc-42, y45f10d.4 y pmp-3). 

 

 
Discusión 
 
 

Para tratar de entender parte del mecanismo por el cual se transducen y comunican 

dentro del organismo los ritmos que hemos estudiado en los 3 capítulos anteriores, en el 

presente capítulo se caracterizó la capacidad de sincronización a ciclos de luz:oscuridad 

12 h : 12 h de diversas líneas mutantes para la producción del neuropéptido PDF. Este 

péptido está involucrado en la dispersión de ritmos en Drosophila melanogaster (Renn, et 

al. 1999; Hardin 2005; Peschel y Helfrich-Forster 2011) y la presencia de 2 genes 

homólogos en C. elegans nos llevó a preguntarnos si PDF también estaría involucrado en 

la generación de ritmos en este organismo. Para esto se eligió estudiar como salida a los 

ritmos de actividad locomotora debido a que podemos obtener una lectura continua de la 

actividad (Simonetta y Golombek 2007); esto nos brinda más información que un esquema 

discreto de tomas de muestras. Como los ritmos de actividad locomotora de C. elegans 
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muestran una gran variabilidad interindividuo, probablemente porque dicho parámetro no 

constituye una vía de salida robusta del reloj biológico en este organismo, los registros se 

llevaron a cabo con poblaciones de animales constituidas por 5-7 nematodos. 

Los resultados encontrados para la cepa salvaje, N2 (Bristol) están de acuerdo con lo 

reportado hasta el momento (Simonetta, et al. 2009). Se observa un histograma de 

acrofases con una distribución que indica que la mayoría de las poblaciones tienen su 

máximo de actividad principalmente en 2 momentos del día, ya sea en la transición 

día-noche o en la mitad de la noche (Figura 4.3.1), lo cual también se ve reflejado en el 

análisis poblacional de la sincronización (Figura 4.3.2), que compara la fase de LO con la 

fase del primer día de OO. Este estudio nos permite identificar qué proporción de la 

población rítmica está realmente sincronizada y cuál no (efecto “masking” o 

enmascaramiento). 

Los estudios realizados con la cepa mutante para pdf-1 indican que al perder este 

péptido se alteran los histogramas de acrofases y las relaciones de fase LO-OO 

encontradas para N2. En este caso, hay una distribución de acrofases a lo largo de 

todo el ciclo, lo cual se evidencia claramente en el histograma de acrofases y el test de 

estadística circular de Rayleigh (Figura 4.3.3). Por otro lado, al rescatar la mutación en pdf-

1, se observa un retorno a los parámetros encontrados en la cepa salvaje (Figura 4.3.5 y 

4.3.6). La cepa rescate exhibe incluso un porcentaje significativamente mayor a la cepa 

salvaje en términos de poblaciones rítmicas (Tabla 4.3.1), lo cual puede ser producto de 

que las líneas generadas por la técnica de microinyección de DNA suelen tener múltiples 

copias del transgen de interés. Esto causa que la expresión del transgén sea diferente del 

de la cepa salvaje (Evans 2006). En el caso de las poblaciones mutantes para pdf-2, se 

observan alteraciones en la distribución de acrofases (Figura 4.3.7), aunque estas son 

menos marcadas que las observadas en los mutantes pdf-1. Resulta muy interesante 

notar que al estudiar el doble mutante pdf-1; pdf-2, los patrones resultantes son muy 

similares a la cepa salvaje, aunque menos marcadas (Figuras 4.3.9 y 4.3.10). Esto está 

en línea con lo reportado para los comportamientos de velocidad de locomoción y 

número de reversiones (Meelkop, et al. 2012). En este trabajo se demostró que las cepas 

mutantes de pdf-1 y pdfr-1 poseían menor velocidad de locomoción que la cepa salvaje, 

pero que tanto el mutante pdf-2, como el doble mutante pdf-1;pdf-2, mostraban una 

velocidad similar a N2. Por su parte, pdf-2 mostraba menos reversiones que N2 mientras 

que pdf-1 y pdfr-1 exhibían más reversiones. Nuevamente el doble mutante pdf-1;pdf-2 

poseía un número de reversiones similar a la cepa salvaje. Estos resultados sugieren un 

rol antagónico para los péptidos PDF-1 y PDF-2 de acuerdo con lo propuesto en la 

literatura (Janssen, et al. 2008; Meelkop, et al. 2012). 

Los mutantes para el receptor de PDF, pdfr-1, exhiben actogramas similares a la 

cepa salvaje, aunque al examinar el histograma de acrofases se observa un pico durante la 
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mitad de la noche, desapareciendo las poblaciones que poseían un máximo de actividad 

en la transición día-noche (Figuras 4.3.11 y 4.3.12). Existe un pararelismo notorio con lo 

que ocurre en la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, ya que mutantes del receptor 

de PDF también son afectados de manera similar, aunque en términos individuales y no 

poblacionales. En condiciones normales de laboratorio, la mosca de la fruta presenta 2 

componentes muy marcados en su actividad locomotora: un componente matutino (“M”, del 

inglés morning) y un componente al atardecer (“E”, del inglés evening). Sin embargo, 

mutantes de receptor o mutantes nulos de PDF pierden completamente el componente M 

de actividad, pasando a tener una actividad unimodal en lugar de bimodal (Renn, et al. 

1999; Hyun, et al. 2005; Lear, et al. 2005). Poblacionalmente hablando, los nematodos 

mutantes para el receptor de PDF pierden uno de sus componentes en el histograma de 

acrofases, reteniendo el componente nocturno. Esto resulta evidente al comparar las 

figuras 4.3.2 (diagrama de transición de fase de la cepa salvaje N2) y 4.3.12 (diagrama de 

transición de fase de la cepa mutante pdfr-1). 

Al comparar el porcentaje de nematodos rítmicos (Figura 4.3.13) podemos 

observar que tanto la cepa mutante para pdf-1 como la cepa mutante para pdf-2 presentan 

una disminución en la habilidad de “ver” el ciclo de luz:oscuridad. Resulta interesante que 

al rescatar la mutación pdf-1, los valores vuelven a ser similares al de la cepa control. Las 

cepas mutantes para pdfr-1 y la doble mutante pdf-1; pdf-2 no se diferencian de la cepa 

salvaje. Si dentro de las poblaciones rítmicas consideramos la proporción de nematodos 

realmente sincronizados y la proporción de nematodos que sufren de enmascaramiento, 

nuevamente observamos que en los mutantes de pdf-1 y pdf-2 disminuye la capacidad de 

sincronización al ciclo impuesto y la mayoría de los nematodos rítmicos pdf-2 están 

sufriendo enmascaramiento. Esto indica que probablemente estos nematodos tengan 

algún problema para transducir correctamente la señal de la luz, ya sea a la entrada o a 

la salida del sistema circadiano. 

Se sabe que en D. melanogaster PDF es requerido para mantener los ritmos de 

actividad bajo condiciones constantes (Renn, et al. 1999) mientras que sincroniza la fase y 

la amplitud de células osciladoras individuales (Peng, et al. 2003; Lin, et al. 2004; 

Peschel y Helfrich-Forster 2011). D. melanogaster tiene una actividad rítmica bimodal con 

picos en la mañana y en la transición tarde-noche. Las moscas mutantes para pdf 

mantienen su ritmicidad en condiciones LD, aunque pierden su anticipación por la 

mañana y muestran un adelanto de 2 horas en su máximo de actividad en la transición 

tarde-noche. Luego de tres días en condiciones de oscuridad constante, los mutantes de 

pdf pierden su ritmicidad; lo que refleja la pérdida gradual de la sincronización por PDF 

(Renn, et al. 1999; Peschel y Helfrich-Forster 2011). Esto mismo parece suceder con los 

mutantes pdf-1, tal como se observa en el actograma representativo de la figura 4.3.3A. 

Los mutantes de C. elegans para pdf-1 rápidamente pierden la ritmicidad en condiciones 
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de oscuridad constante. Además, en el caso de C. elegans, PDF parece estar involucrado 

en la capacidad de entrenamiento del reloj frente a ciclos de luz:oscuridad, no afectando 

significativamente el porcentaje de nematodos realmente sincronizados. 

Utilizando 3 genes de referencia que no ciclan (van der Linden, et al. 2010) se 

determinó que tanto pdf-1, pdf-2 y el receptor pdfr-1 no ciclan en C. elegans, bajos ciclos 

LO 12 h: 12 h. Esto revela otro paralelismo con lo evidenciado en D. melanogaster (Park y 

Hall 1998). Varios estudios mostraron un ciclo diario en la inmunorreactividad de PDF, 

pero solo dentro de las terminales de axones que se proyectan desde las neuronas 

ventrolaterales pequeñas (s-LNvs) (Park, et al. 2000; Wu, et al. 2008). Gryllus bimalcatus y 

D. melanogaster muestran un ritmo diario en la liberación de PDF (Park, et al. 2000; 

Abdelsalam, et al. 2008; Wu, et al. 2008), mientras que otros insectos como Apis mellifera 

no lo hacen (Bloch, et al. 2003). Todavía debe ser determinado si este es también el caso 

en C. elegans. 

Los resultados obtenidos en este capítulo permiten concluir que el rol de PDF en el 

mecanismo de generación de ritmos circadianos se encuentra conservada a lo largo de 

la evolución, desde crustáceos hasta insectos incluyendo, también, a C. elegans. En 

este nematodo, PDF-1 está involucrado en la generación de ritmos y en la sincronización 

frente a ciclos de luz:oscuridad, perdiéndose los ritmos rápidamente en condiciones de 

oscuridad constante. Por otro lado, el receptor PDFR también juega un rol importante, al 

menos en cuanto a la distribución de acrofases a nivel poblacional, ya que mutantes que 

afectan las 3 variantes de este receptor no poseen el componente de acrofases de la 

transición día-noche, pero sí el componente nocturno. En este sentido el sistema PDF de 

C. elegans tiene varias similitudes con sistema descripto en Drosophila melanogater y 

cumple un rol esencial en la adaptación de C. elegans al medio ambiente que lo rodea, 

permitiendo que este organismo sea capaz de predecir adecuadamente los cambios 

diarios que se suceden en la naturaleza, no sólo en términos de los agentes estresantes 

que pudiera encontrar sino de todas las variables ambientales en general. 

 

Conclusión general 
 
 

Los ritmos biológicos se encuentran en todos los niveles de organización de un 

organismo y ocurren en la mayoría de las especies estudiadas hasta el momento, 

sean procariotas o eucariotas, plantas o animales (Dunlap, et al. 2004; Edgar, et al. 

2012). Dependiendo del periodo, los ritmos biológicos se pueden clasificar en ultradianos, 

infradianos y circadianos. Los ritmos circadianos, cuya periodicidad es de 

aproximadamente 24 horas, han sido los más extensamente estudiados. El reloj circadiano 

es endógeno, pero además está sincronizado por factores ambientales tales como la 

luz y la temperatura, ajustando su periodo y fase al ciclo ambiental. Así, la sincronización 
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asegura la conexión entre el reloj biológico y el ambiente. De esta manera, la presencia de 

un reloj endógeno permite al organismo predecir los cambios en la naturaleza y así 

anticiparse a una respuesta adecuada (Engelmann 1988; Pittendrigh 1993; Dunlap, et al. 

2004). 

La importancia adaptativa de poseer un reloj biológico ha sido estudiada en diferentes 

organismos modelos, tales como Drosophila melanogaster, Neurospora crassa y Mus 

musculus (Dunlap, et al. 2004; Hardin 2011; Lakin-Thomas, et al. 2011; Pegoraro y Tauber  

2011;  Ripperger,  et  al.  2011).  Estos  sistemas  han  permitido  entender  y descifrar los 

mecanismos moleculares mediante los cuales operan la mayoría de los relojes biológicos. 

El presente trabajo de tesis busca caracterizar ritmos circadianos en Caenorhabditis 

elegans en términos eco-fisiológicos, buscando encontrar variaciones en la tolerancia a  

los diferentes tipos de estrés, abióticos y bióticos, que este nematodo puede encontrar en 

el medioambiente que habita, así como también empezar a entender cómo es que estos 

ritmos son generados en estos animales y entrenados por el ciclo luz:oscuridad dictado por 

la sucesión de los días y las noches. 

El Capítulo 1 del presente trabajo de tesis tuvo como objetivo general hacer una 

caracterización inicial de los ritmos circadianos de tolerancia a variables abióticas del 

medio ambiente en nuestro modelo de estudio, para verificar la existencia de los mismos 

en algún comportamiento clásico. Como se mencionó antes, la mayoría de los procesos 

fisiológicos y metabólicos de los organismos están regulados por el reloj biológico. El 

control circadiano de estos procesos otorga a los animales una ventaja adaptativa en 

términos de optimizar el uso de su energía. No es lo mismo, energéticamente hablando, 

para un organismo gastar recursos en estar siempre con un sistema de defensa 

exacerbado que sólo emplearlo en los momentos necesarios. Con bases en esta premisa, 

en el Capítulo 1 se midieron las tolerancias a diversos tipos de estrés abiótico en C. 

elegans a través del día. Los resultados presentados muestran la presencia de ritmos 

diarios y circadianos en la tolerancia a estrés oxidativo y estrés osmótico. La tolerancia al 

estrés oxidativo es máxima durante el día, tal como uno esperaría debido a la generación 

de especies reactivas del oxígeno por la luz UV. Por otro lado, la tolerancia al estrés 

osmótico es mayor durante la noche. Esto puede deberse a que la luz solar  que 

incide sobre la tierra, lentamente va elevando su temperatura
1 

y, a su vez, 

disminuyendo la humedad. Menor humedad se traduce en mayor concentración de 

osmolitos, lo cual puede explicar por qué los nematodos necesitarían protegerse durante la 

noche de la desecación / estrés osmótico. Resulta interesante notar que estos 2 ritmos 

están en antifase. Esto sugiere la  existencia  de  mecanismos  de  regulación  diferentes.  

En  este  sentido,  se  han aportado datos sobre la existencia de genes relacionados con la 

respuesta a estrés regulados por el ciclo de luz:oscuridad. Sin embargo, resta por 



 
 

 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

determinarse si estos genes -u otros- mantienen su expresión rítmica en condiciones de 

oscuridad constante y cuáles son los mecanismos empleados por el reloj para modificar su 

expresión de acuerdo al momento del día en los que sean necesarios, ya sea regulándolos 

a nivel transcripcional, traduccional o postraduccional. 

Luego, el capítulo 2 continúa explorando la respuesta frente a otros tipos de estrés 

a los que pueden estar sometidos los nematodos en sus condiciones de vida libre, 

estrés de tipo biológico. En este caso, se estudiaron y caracterizaron las interacciones de  

C. elegans con Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas fluorescens, una bacteria que 

suele hallarse cohabitando con C. elegans en su ambiente natural. Se observaron  

respuestas de muerte lenta (varios días) y muerte rápida (4  h) y se descubrió que la 

tolerancia frente a la muerte rápida mediada por Pseudomonas variaba según el 

momento del día, siendo mayor durante la noche (ZT12). Además, se encontró que el 

principal agente causal de la muerte rápida paralítica era el HCN, un metabolito secundario 

producido por P. fluorescens. Resulta interesante notar que la tolerancia a este agente 

abiótico también mostró una tasa de muerte mayor a la noche (ZT12)  que  durante  el  día  

(ZT0).  Siendo  el  sistema  inmune  de  C.  elegans  muy primitivo (carece de sistema 

inmune adaptativo), se ha postulado que la respuesta a estrés biótico en C. elegans 

parece estar mediada en realidad por una respuesta a los diferentes tipos de estrés 

abiótico que son generados por la interacción con diferentes patógenos (Darby 2005; 

Ewbank 2006). No es posible descartar que estas bacterias posean ritmos de 

crecimiento o de producción de metabolitos secundarios, aunque en las condiciones de los 

ensayos de este trabajo no necesariamente expresarían ritmos coherentes a nivel 

poblacional o colonial (dado que los ritmos individuales podrían estar desfasados entre 

sí). Sin embargo, además de la sincronización al medio ambiente, debemos tomar en 

cuenta que estas bacterias pueden poseer una sincronización social debida a quorum 

sensing (disparada, por ejemplo, por densidad poblacional) u otros mecanismos de 

señalización (Coggan y Wolfgang 2012; Jimenez, et al. 2012). Si bien es más intuitivo 

pensar en la aparición de ritmos por coevolución con  un estrés abiótico del ambiente,  

es posible que  la  exposición  periódica  a  la producción rítmica de exoproductos por 

parte de las bacterias del suelo haya mediado la aparición de los ritmos de tolerancia a 

estrés biótico. 

En el Capítulo 3 de este trabajo de tesis se realizó una completa descripción de los 

niveles  de  expresión  de  genes  relacionados  a  la  regulación  redox  intracelular  y 

también sobre la actividad de la enzima catalasa en diferentes momentos del día en 

condiciones LO-OO. Se presume que la aparición de organismos fotosintéticos, medio la 

aparición de un primitivo reloj redox que le otorgaba a los organismos aeróbicos la 

capacidad de predecir los cambios diarios en la producción / consumo de oxígeno, como 

así también en la generación de especies reactivas del oxígeno (ROS) (Loudon 2012). 
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Estas ROS son los principales causantes del estrés oxidativo y son capaces de alterar el 

estado redox (Hardeland, et al. 2003). En este sentido, se esperaba que C. elegans, así 

como muchos otros organismos estudiados (Hardeland, et al. 2003; Krishnan, et al. 2008; 

Yoshida, et al. 2011; Belozerskaya, et al. 2012; Edgar, et al. 2012), poseyeran 

mecanismos de protección adecuados para evitar cambios drásticos en su balance redox. 

Los estudios de actividad catalasa mostraron que la actividad es máxima durante el día, lo 

cual está línea con lo observado para la tolerancia a estrés oxidativo en el capítulo 1 y 

con el hecho de que la generación de ROS por UV es mayor durante la fase lumínica. 

Además, en términos de expresión de genes de cada uno de los 3 sistemas de protección 

descritos, se encontró que básicamente había tres patrones distintivos de expresión. El 

primero mostraba un patrón manejado por los ciclos de LO donde los ritmos desaparecen 

al pasar a condiciones constantes, como es el caso de gpx, gst-36, trxr-1 y prdx-2. El 

segundo patrón se caracteriza  por no ser significativamente rítmicos, como el exhibido por 

ctl-1 y ctl-3 (pese a que en ambos casos se observó una clara tendencia enmascarada por 

la amplia variabilidad encontrada en los datos). Por otro lado, sod-3, gsr-1 y trxr-2 ciclan en 

LO y continúan ciclando aún en condiciones OO, siendo verdaderos transcriptos 

circadianos. Estos resultados se condicen con la necesidad de poder regular mejor el 

balance redox durante el día, debido a la mayor generación de ROS. Teniendo en cuenta 

que existe una interrelación entre ritmos y estado redox en otras especies, los resultados 

obtenidos estarían indicando que el balance estado redox intracelular, como así también la 

señalización redox mediada por H2O2 podría estar moduladas circadianamente. Se sabe 

que en los peces cebra, Danio rerio, el peróxido  de hidrógeno funciona como un segundo 

mensajero transduciendo la señal de la luz (Hirayama, et al. 2007). Es probable que, 

quizás este sea el caso también en C. elegans. 
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Figura II.1. Distribución de acrofases de los diferentes ritmos estudiados. En esta 

figura se observan las diferentes acrofases (puntos máximos), ya sea de tolerancia a un tipo 

de estrés o de expresión de ARNm de los diferentes ritmos estudiados en los capítulos 1, 2 

y 3. A modo de comparación se muestran también el pico de actividad locomotora y el pico 

de síntesis de melatonina 

 
 
 

En la figura II.1 podemos encontrar un resumen de las acrofases de los ritmos de 

tolerancia a estrés oxidativo, estrés osmótico, tolerancia a muerte rápida paralítica mediada 

por Pseudomonas y de cada sistema de regulación del balance redox. Este gráfico nos 

informa que la mayoría de los sistemas de protección contra el estrés oxidativo y de 

mantenimiento del balance redox poseen un máximo durante el día. 

Esto puede deberse al aumento de ROS debidos a la luz UV ambiental, pero 

también a la acumulación de ROS debidas al metabolismo. Trabajos previos del laboratorio 

han demostrado que los nematodos tienen un pico de consumo de oxígeno en medio de la 

noche, que correlaciona con los máximos de actividad locomotora  (Migliori, et al. 

2011b). El mayor consumo de oxígeno se traduce en una acumulación de radicales libres, 

que luego deben ser detoxificados a lo largo del día. Por otro lado, la tolerancia al estrés 

osmótico es máxima al anochecer, cuando la humedad del ambiente es menor debido 

al aumento gradual de la temperatura a lo largo del día. La síntesis de melatonina también 

tiene su máximo en la mitad de la noche (Migliori, et al. 2011a), justo luego de las 
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acrofases de actividad locomotora de ambas subpoblaciones. Pensando en su rol dual, 

como molécula señalizadora de la noche y como scavenger de radicales libres es lógico 

que este pico de síntesis sea nocturno, ya que estaría indicando la noche por su momento 

de acrofase y además estaría ayudando a detoxificar los ROS provenientes del 

metabolismo, antecediendo a la línea de defensa montada por los sistemas GSH, TRX y 

SOD-CAT/PRX que tienen su máximo durante el día. 

Para que todos estos ritmos estén concertados en C. elegans debe existir alguna o 

algunas moléculas capaces de mediar en la sincronización a señales del medio ambiente y 

a la dispersión de los ritmos al resto del organismo. Como se mencionó en la Introducción 

general, el reloj biológico en mamíferos se comunica con el resto del organismo mediante 

la activación de vías simpáticas y parasimpáticas que actúan sobre los diferentes 

compartimentos del organismo, y también mediante la producción rítmica de señales 

humorales; en otros grupos, como insectos, uno de los actores principales en este 

sentido es el péptido PDF, cuyas concentraciones fisiológicas varían en la mayoría de 

las especies de artrópodos estudiados hasta el momento. En el Capítulo 4 del presente 

trabajo se mostró que la deficiencia en la producción de los péptidos PDF1 y PDF2 afecta 

la sincronización de los nematodos C. elegans frente a ciclos de luz:oscuridad 12 h : 12 h. 

Tanto la disrupción de pdf-1 como de pdf-2 disminuye significativamente la proporción de 

nematodos rítmicos. Sin embargo, un doble mutante se asemeja a la cepa salvaje, 

indicando, en concordancia con estudios previos (Janssen, et al. 2009; Janssen, et al. 

2010; Meelkop, et al. 2012) en que ambos péptidos parecen tener un rol antagónico. 

Además, una mutación en el receptor pdfr-1 causa la pérdida de la bimodalidad en la 

distribución de acrofases poblacionales, reteniendo el componente nocturno. Esto guarda 

cierta similitud con lo que ocurre con poblaciones mutantes del receptor de PDF en 

Drosophila melanogaster. Estos animales, que naturalmente exhiben una actividad 

locomotora bimodal, con un pico en la mañana (componente M) y un pico nocturno 

(pico E), pierden completamente el componente matutino de actividad (Renn, et al. 1999; 

Hyun, et al. 2005; Lear, et al. 2005). En el caso de C. elegans no se pierde un 

componente de actividad de un individuo, sino una subpoblación entera (Figuras 4.3.11 y 

4.3.12) en la distribución de fases de la población general. Resta por analizar en detalle las 

características de estas dos subpoblaciones, que podrían responder a la variabildiad 

fenotípica natural que hemos hallado en la cronobiología de C. elegans. 

Si PDF efectivamente posee un rol similar al que cumple en insectos, entonces en C. 

elegans PDF posiblemente: (1) funcione como una señal de salida del reloj circadiano; (2) 

coordine y sincronice las oscilaciones de las neuronas reloj, cuando señales ambientales  

(como el ciclo LO) estén ausentes, funcionando como un zeitgeber interno; (3) sincronice 

las fases de las neuronas reloj y los picos de actividad al momento justo del día, bajo 

condiciones LO; y/o (4) funcione como una señal fótica del reloj. 
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En resumen, este trabajo de tesis presenta una caracterización de los ritmos 

circadianos en C. elegans en la tolerancia frente a estrés biótico y abiótico, que 

pueden ser correlacionados con el nicho ecológico de los nematodos, como así también de 

los mecanismos que regulan el balance redox interno. Estos mecanismos les confieren a 

los nematodos una clara ventaja adaptativa en términos de poder afrontar cambios en 

variables ambientales. Por otro lado, también se encontró un rol para el neuropéptido  PDF 

en la sincronización a los ciclos de luz:oscuridad y en la comunicación de los ritmos al 

resto del organismo (Figura II.2). Estos estudios nos ayudan a entender un poco mejor 

cómo es que los relojes circadianos nos permiten adaptarnos al medioambiente que nos 

rodea. El empleo de diversos organismos modelo y la comparación de las soluciones de 

cada organismo para poder realizar estas predicciones nos permiten tener una visión 

amplia de la evolución del reloj circadiano. 

En el año 1984 Sidney Brenner tuvo la visión de proponer a C. elegans como un 

organismo modelo para las neurociencias, sentando así las bases de lo que luego se 

transformaría en una fuente inagotable de nuevos conocimientos. C. elegans es, sin duda 

alguna, un modelo que presenta gran versatilidad, una facilidad de cultivo casi 

incomparable con otros organismos de laboratorio, posee un genoma totalmente 

secuenciado, y sobre todo, un sistema nervioso sumamente simple que pudo ser 

completamente mapeado, al punto de llegar a conocer exactamente la posición y las 

conexiones de cada neurona individualmente. No existe ningún otro organismo vivo del 

cual tengamos tanta información de su sistema nervioso y un acceso a tantas 

herramientas genéticas que permitan manipular muchas de sus variables fisiológicas con 

tanta facilidad. Sin embargo, en cronobiología ya existían desde hace tiempo dos 

organismos modelo sumamente establecidos y robustos para responder la mayoría de las 

preguntas que surgían, Drosophila melanogaster y Mus musculus. Por ello, la introducción 

de este nematodo como organismo para esta rama de las neurociencias tuvo en sus inicios 

dos grandes barreras a superar, en primer lugar la propia aceptación que conlleva a la 

instalación de un sistema nuevo, que nadie conocía cómo estudiar y, en segundo lugar, el 

desconocimiento total de cualquier base cronobiológica o indicio de algún reloj. De hecho, 

los primeros científicos en estudiarlos tuvieron que enfrentarse a diversas dificultades 

técnicas y muchos fallaron en encontrar algún indicio de ritmos circadianos en C. elegans. 

Fue recién hace unos 10 años que aparecieron las primeras investigaciones que 

demostraban fehacientemente la existencia de variables fisiológicas que parecían ajustarse 

a períodos cercanos a las 24 horas. Desde ese momento C. elegans se viene afianzando 

de a poco como un nuevo organismo modelo para cronobiología, y numerosas 

publicaciones apoyan esta idea. 

Sin embargo, no podemos dejar de remarcar que el hecho de ser un organismo 

simple no necesariamente debe significar que debamos subestimarlo y creer que podemos 
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extrapolar todo lo que sabemos de otros modelos ya establecidos para comprender su 

propio reloj. Por el contrario, la historia misma nos muestra lo importante que es tratar de 

comprender a cada organismo desde su ambiente natural y su forma de vida, y sin duda 

debemos seguir aprendiendo a emplear herramientas alternativas y modelos de 

sincronización que se ajusten más a su nicho ecológico (y, en este caso en particular, a a 

la naturaleza del suelo) para poder explotarlo al máximo y sacar provecho de las ventajas 

que nos ofrece. 

Esta tesis resume en cierta medida el esfuerzo de recolectar durante mucho tiempo 

gran cantidad de resultados comportamentales y de variables fisiológicas que nos permiten 

asegurar que C. elegans tiene un reloj circadiano. Al mismo tiempo, nuestros resultados 

pueden sentar las bases de nuevos estudios a nivel molecular y neuronal que permitan 

vincular la gran cantidad de datos comportamentales con vías de señalización, genes y 

circuitos neuronales que, eventualmente, lleven a elucidar los mecanismos básicos que 

expliquen el funcionamiento del reloj de este nematodo. 

En definitiva, se propone a C. elegans como organismo modelo, no para reemplazar 

a modelos ya existentes sino para enriquecer el estudio de la cronobiología en otros 

organismos y para comprender de una manera paralela (y desde la visión de un organismo 

que proviene de un ambiente muy disímil a lo ya conocido) cómo funcionan los relojes 

biológicos, cómo han ido evolucionando y por qué no, cómo podemos entender 

nuestro reloj humano desde un enfoque "ascendente", en el que los sistemas 

rudimentarios nos ayuden a entender y pensar sistemas más complejos. Asimismo, se 

propone a C. elegans como organismo modelo, para aprender a pensar en la cronobiología 

de una manera más inclusiva, como una ciencia que intenta comprender cómo el reloj 

ayuda a cada organismo - en su ambiente particular y con su nivel de complejidad - a 

adaptarse al medio que lo rodea, para defenderse ante situaciones adversas y eventuales 

competidores y a adaptarse a cambios en su entorno que puedan afectar sus variables 

fisiológicas. La figura II.2 resume el modelo del sistema cronobiológico de este nematodo 

en el marco de esta tesis doctoral, un modelo que pude extrapolarse a otros organismos 

teniendo en cuenta sus características particulares. Independientemente del nicho del cual 

provengan, todos los organismos comparten un componente circadiano por el simple 

hecho de haber evolucionado bajo presiones de selección en este mismo planeta, que 

gira sobre su eje con un período cercano a las 24 horas. Un reloj dentro de otro reloj. 
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Figura II.2. Esquema del sistema circadiano de C. elegans. En su hábitat este nematodo 

debe ser capaz de predecir cambios en el ambiente que pueden ser nocivos para él. Para 

esto debe ser capaz de tomar información del ambiente para poder poner en hora su reloj 

interno y luego, este reloj debe poder transmitir órdenes temporales al resto del organismo. 
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ANEXO 

 

Estudios bioinformáticos 

 

Introducción 
 
 

A lo largo de los 4 capítulos de esta tesis se describieron comportamientos de C. 

elegans que le permiten adaptarse a los cambios en variables abióticas y bióticas de un 

medio ambiente cíclico y, también se estudio el rol del péptido PDF en la sincronización a 

ciclos LO y dispersión de los ritmos al resto del organismo.  Sin embargo, poco y nada 

se sabe acerca de cuál es el mecanismo molecular del reloj central que gobierna los 

comportamientos circadianos de este organismo modelo. Los primeros estudios de los 

mecanismos moleculares de cómo los organismos podrían anticipar cambios periódicos en el 

medio ambiente fueron realizados en la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster. Hardin et 

al. (1990) propusieron un mecanismo de retroalimentación entre ARNm y proteínas, 

basándose en la observación de que la oscilación en los niveles de ARNm y proteínas del gen 

period eran necesarios para mantener la ritmicidad y, además, se influenciaban el uno al otro 

(Hardin, et al. 1990). Sin embargo, no se sabía si este era un efecto directo de las proteínas 

sobre el ARNm o uno indirecto a través de otros comportamientos o señales bioquímicas. 

Esto, fue luego contestado con estudios en el hongo Neurospora crassa, en los que se 

demostró que la proteína FREQUENCY (FRQ) regulaba su propia transcripción, a través de 

un lazo de retroalimentación negativa (Aronson, et al. 1994). Hoy en día, este principio de 

un lazo transcripcional-traduccional de retroalimentación es considerado el bloque universal 

de los relojes circadianos y ha sido identificado en todos los organismos modelo estudiados 

hasta la fecha (Brown, et al. 2012). 

En mamíferos, los principales componentes del reloj son CLOCK, BMAL, PER y CRY. 

Durante el día, un heterodímero de CLOCK:BMAL activa la transcripción de los genes per y 

cry. Una vez traducidos, se forman los dímeros PER:PER y PER:CRY, que se traslocan al 

núcleo al anochecer. Estos dímeros interfieren con la acción de CLOCK:BMAL y reprimen la 

transcripción de los genes per y cry. A su vez, cuando el dímero PER-CRY es degradado, 

CLOCK:BMAL puede nuevamente inducir la transcripción de PER y CRY cerrando el lazo. 

Diversos eventos postranscripcionales ajustan finamente la maquinaria circadiana molecular. 

Por ejemplo, CKIε  también regula al reloj cumpliendo tres roles: 1) marcando a lo monómeros 

de PER para su degradación; 2) ayudando a traslocar a los dímeros PER:PER y PER:CRY al 

núcleo; y 3) está involucrado en la degradación de esos dímeros una vez que han cumplido 

su rol represor (Ko y Takahashi 2006) (Figura A.1.1D). 
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Figura A.1.1. Reloj molecular de diversos organismos. A) Synechococcus elongatus; B) 

Neurospora crassa; C) Drosophila melanogaster; D) Mus musculus; E) Arabidopsis thaliana. En 

todos los casos se observa un lazo principal reforzado por lazos paralelos. Podemos observar a 

los activadores en verde y a los represores en rojo. En las cianobacterias, el lazo principal es 

un mecanismo de retroalimentación postraduccional basado en ciclos de fosforilación. En el 

caso de los 4 eucariotas, el mecanismo principal es un lazo de retroalimentación trasncripcional 

traduccional (adaptado de Brown et al, 2012) 

 
 

En el caso de Drosophila, el proceso es muy similar, pero con leves diferencias. El 
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dímero que activa la transcripción de per es CLOCK:CYCLE. En lugar de activar a CRY, 

activa a TIMELESS (TIM) y, luego los dímeros TIM:PER se acumulan en el citoplasma 

para luego entrar al núcleo e interferir con la acción de CLOCK:CYCLE y, por ende, con la 

transcripción de per y tim. 

El homólogo de CKIε en las moscas, DOUBLETIME, es el encargado de marcar a los 

monómeros de PER en el citoplasma. Cuando llega la mañana, CRY es activado e induce la 

degradación de TIMELESS en los dímeros PER:TIM, mientras que DBT induce la 

degradación de PER (Claridge-Chang, et al. 2001) (Figura A.1.1C). 

En Neurospora crassa, la transcripción del gen frq es inducida por el complejo WHITE 

COLLAR (WC), compuesto por las proteínas WC1 y WC2. Luego, la proteína FRQ interactúa 

con una RNA helicasa, FRH, y este complejo reprime la transcripción de FRQ. El 

fotorreceptor VIVID actúa de manera similar a la proteína CRY de Drosophila para promover 

la degradación de la proteína CLOCK y modular la transcripción, pero esta vez interactúa con 

el elemento negativo FRQ:FRH y con el elemento positivo, el complejo WC. Aunque las 

proteínas del reloj de Neurospora no están directamente conservadas en Drosophila y 

mamíferos, comparten homología con ciertos dominios, como el dominio PAS (Per-Arnt-Sim) 

encontrado en PER, CLOCK, WC1-2 y VIVID. Lo importante es que, más allá de que cambien 

los actores, el lazo de retroalimentación transcripcional-traduccional central es muy similar 

(Baker, et al. 2012) (Figura A.1.1B). Un lazo similar también puede ser encontrado en plantas, 

donde el elemento positivo TOC1 es reprimido por los elementos negativos LHY y CCA1 

(McWatters y Devlin 2011) (Figura A.1.1E). De hecho, el mismo tipo de mecanismo se 

encuentra incluso conservado en la cianobacteria Synechococcus aureus, en la cual la 

proteína KAI-A activa la transcripción del operón KaiBC, y el producto KAI-C lo reprime 

(Figura A.1.1A) (Ishiura, et al. 1998). 

El mecanismo del reloj de C. elegans aún no ha sido dilucidado. Sin embargo, un 

análisis a nivel de genoma completo de transcriptos en nematodos Caenorhabditis elegans 

N2 entrenados a ciclos de LO y Tt ha mostrado recientemente que varios genes son 

expresados de manera circadiana en C. elegans. Los conjuntos de datos describen que 1817 

transcriptos son manejados por Tt; 775 son manejados por LO; 286 son entrenados a ciclos 

Tt; y 406 son entrenados a ciclos LO. La comparación de estos datos mostró que 107 

transcriptos son comunes a los conjuntos de genes manejados y que sólo 2 son comunes 

en los conjuntos de genes entrenados (wdr-5.3, un homólogo del miembro WDR5 del 

complejo de histona metiltransferasa que se asocia a PER1 de mamíferos; y y102a5c.6, un 

pseudogen). Este resultado es muy importante porque si C. elegans tuviera un único reloj que 

pudiera ser entrenado tanto por luz como por temperatura, los componentes de este reloj 

deberían aparecer en este tipo de análisis. Esto puede interpretarse de dos maneras 

diferentes. Una es que C. elegans podría tener 2 relojes distintos, y; la otra es que puede 

haber ocurrido enmascaramiento debido a tejidos que no ciclan, lo cual significa que los 
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ARNm del reloj pueden haber sido pasados por alto. Sin embargo, otro resultado importante 

es que, en las condiciones en que se realizó el estudio, los ARNm de homólogos a genes 

reloj no parecen ciclar. Esto podría indicarnos que el mecanismo de C. elegans puede ser uno 

completamente nuevo. Los autores también proponen un rol para TAX-2, un canal CNG 

involucrado en la transducción de señales de temperatura y luz. En el trabajo se mostró que 

una cepa mutante de tax-2 (cepa PR671) mostraba ritmos transcripcionales severamente 

afectados. Esto fue estudiado utilizando un reportero GFP capaz de ser entrenado a ritmos de 

temperatura (nlp36p::gfp) y tres transcriptos sincronizables por  luz,  elegidos al azar.  Esto 

indica  que  tax-2  es  necesario  para transducir estos Zeitgebers al reloj. Resulta interesante 

notar que los mutantes de lite-1 (gen que codifica para el fotorreceptor LITE-1), requerido 

para respuestas a luz de alta frecuencia, no mostraron problemas de sincronización a la luz 

(van der Linden, et al. 2010). 

Los estudios bionformáticos realizados hasta el momento sobre C. elegans con el fin 

de encontrar homólogos a genes del reloj de otras especies no han sido muy exhaustivos y se 

basaban básicamente en búsquedas por alineamientos de proteínas utilizando el algoritmo 

BLASTP, a partir de secuencias de mamíferos e insectos (Hasegawa, et al. 2005; 

Temmerman, et al. 2011). Hoy en día existen herramientas de búsqueda de similitud de 

secuencias proteicas basadas en métodos probabilísticos, que son más poderosos que el 

BLASTP. Desde la introducción del conjunto de programas BLAST en la década de 1990, se 

han hecho importantes avances teóricos en la metodología de búsqueda de homología, así 

como modelos ocultos de Markov, que permiten búsquedas con tecnología de inferencia 

probabilística a una velocidad similar al BLAST (Johnson, et al. 2010; Eddy 2011; Finn, et al. 

2011). De esta manera, uno  puede realizar  alineamientos  proteicos a partir  de proteínas  

con  una función conocida de diferentes organismos (Ej.: la proteína PERIOD de distintos 

insectos) y generar un modelo oculto de Markov. A partir de este modelo uno puede realizar 

búsquedas de homología en proteomas enteros utlizando el algoritmo hmmsearch incluido en 

el conjunto de aplicaciones HMMER (Ebersberger, et al. 2009; Finn, et al. 2011). Por otro 

lado, desde hace un tiempo se vienen liberando genomas y proteomas completos de 

diferentes nematodos del género Caenorhabditis (incluyendo a los de C. elegans) y otros de 

los géneros Ascaris, Brugia, Bursaphelenchus, Haemonchus, Heterorhabditis, Meloydogine, 

Pristionchus, Strongyloides  y Trychinella (WormBase 2012). La combinación de las 

herramientas del conjunto HMMER y la disponibilidad de estos proteomas completos nos 

permiten realizar búsquedas exhaustivas de la homología a genes reloj, core y accesorios, de 

las especies modelo conocidas en los proteomas de 19 especies de nematodos. 

Valiéndonos de modelos ocultos de Markov (HMM) generados a partir de alineamientos 

de los productos proteicos de genes reloj de los organismos modelo antes mencionados, se 

pueden determinar proteínas homólogas encontradas en organismos del mismo phylum que 

los organismos modelos. Estos modelos HMM nos dan idea de la información importante 
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(dominios) que determinan que estas proteínas funcionen como componentes de los relojes 

moleculares. Con ellos pueden buscarse aquellas proteínas de Caenorhabditis elegans y 

otros nematodos que se ajustan a cada modelo HMM generado. De esta manera, se 

pueden determinar cuáles son los componentes en común del phylum Nematoda que podrían 

llegar a conformar un reloj biológico basado en lazos de transcripción-traducción, con un alto 

grado de confianza. 

Este tipo de enfoque conlleva un alto valor predictivo para la realización de 

experimentos que eventualmente validen la necesidad de determinados genes para el 

funcionamiento del reloj circadiano en C. elegans. 

 

Materiales y métodos 
 
Bases de datos de ADN y proteínas 

 
Actualmente, 19 genomas completos de nematodos están depositados en WormBase 

(versión WS230, Tabla A.2.1). Estos incluyen a Caenorhabditis elegans, otras 8 especies del 

género Caenorhabditis, y otras 10 especies de los géneros Ascaris, Brugia, Bursaphelenchus, 

Heterorhabditis, Haemonchus, Meloidogyne, Pristonchus, Strongyloides y Trichinella. Los 

proteomas de todos los nematodos fueron extraídos de los archivos correspondientes de 

WormBase (ftp://www.wormbase.org/pub). De esta manera, se establecieron 2 bases de 

datos diferentes: la base de datos de genomas individuales (IGD), que guarda las secuencias 

nucleotídicas de los 19 nematodos; y, la base de datos de proteomas individuales (IPD), con 

19 bases de datos proteómicas individuales conteniendo el proteoma anotado de cada 

nematodo. 

 
 
Construcción de modelos ocultos de Markov (Multi HaMStR) 

 
Para poder establecer situaciones de ortología remota, se consideraron las proteínas 

involucradas en los relojes de los 5 organismos modelos mejor caracterizados y más 

empleados en cronobiología: Drosophila melanogaster, Mus musculus, Synechococcus 

elongatus, Neurospora crassa y Arabidopsis thaliana. De esta manera, se buscaron genes 

homólogos a cada una de las proteínas centrales de los relojes de estos organismos 

utilizando el servicio BlastP de NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), restringiendo la búsqueda 

a organismos del mismo phylum y excluyendo resultados no anotados. Estos juegos de 

proteínas fueron alineados utilizando el software PSI- Coffee empleando los parámetros 

t_coffee_msa y slow_pair para los pasos múltiples y pairwise, respectivamente (Kemena y 

Notredame 2009; Di Tommaso, et al. 2011). Luego, se generaron modelos escondidos de 

Markov (perfiles HMM) específicos usando el programa local HMMER3 para cada set de 

secuencias (Finn, et al. 2011). Estos perfiles fueron luego utilizados para encontrar ortólogos 

en cada uno de los representantes del phylum Nematoda utilizando el software HaMStR v8.0 

http://www.wormbase.org/pub
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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(Ebersberger, et al. 2009), con los parámetros -rbh y -representative parameters (valor de 

corte: 1e
-10 

para hmmsearch v3.0). 

 
 

 
 

 

Tabla A.2.1. Genomas completos depositados en WormBase WS230 utilizados en este 

trabajo. Se emplearon los genomas y proteomas completos de 19 especies de nematodos 

depositadas en WormBase. Información actualizada a Diciembre, 2012 (WormBase 2012). 
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Caracterización de la secuencia de posibles genes reloj 

 
Aquellas proteínas identificadas por el uso de los algoritmos anteriormente descritos 

fueron analizadas y comparadas con sus ortólogos. Los dominios fueron confirmados por 

InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/). Los pesos moleculares fueron 

calculados utilizando el software Composition/Molecular Weight Calculation 

(http://pir.georgetown.edu/pirwww/search/comp_mw.shtml) (Wu, et al. 2003). Los puntos 

isoeléctricos fueron determinados por medio del servidor Protein Isoelectric Point 

calculator server utilizando los valores pK de EMBOSS 

(http://www.ebioinfogen.com/biotools/protein-isoelectric-point-calculator.htm). Las predicciones 

de péptidos señal y hélices transmembrana fueron llevadas a cabo utilizando SignalP 4.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Petersen, et al. 2011) y TMHMM-2.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/) (Krogh, et al. 2001), respectivamente. Los 

ortólogos correspondientes a prototipos de reloj aceptados fueron analizados para determinar 

la presencia de motivos proteicos ab initio usando la técnica de maximización de expectativa 

implementada por el conjunto de aplicaciones MEME con parámetros estándar (Bailey y 

Elkan 1994; Bailey, et al. 2009). Los motivos presentes en todas las secuencias estudiadas 

(p-valor combinado < 1e
-5

) fueron aceptados. La disposición de los motivos y los logos de 

secuencia correspondientes fueron provistos por el servidor web MEME 

(http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html). 

 

Análisis filogenéticos 

 
Se construyó un árbol filogenético de los nematodos estudiados utilizando las 

secuencias SSU, según se describió anteriormente (Sudhaus y Fitch 2001; Kiontke y Fitch 

2005). Por otro lado, los juegos de proteínas ortólogas fueron alineados utilizando el software 

PSI-Coffee empleando los parámetros t_coffee_msa y slow_pair para los pasos múltiples y 

pairwise, respectivamente (Notredame, et al. 2000). Los árboles filogenéticos fueron 

construidos usando el software local MEGA usando el método neighbor-joining y el modelo de 

Poisson para sustituciones de aminoácidos (Saitou y Nei 1987; Kumar, et al. 2004). El 

porcentaje de árboles réplica en los cuales los taxa se agruparon juntos en el test de 

bootstrap (1000 réplicas) es mostrado al lado de cada rama. La distancia neta entre taxa fue 

determinada calculando el número de sustituciones de aminoácidos por sitio de la estimación 

del promedio neto entre grupos de secuencias. Los análisis fueron llevados a cao utilizando 

el modelo de corrección de Poisson. 

 
Resultados y discusión 

 
Inicialmente se realizó una búsqueda de homología de las proteínas centrales del reloj 

de plantas (Arabidopsis thaliana), cianobacterias (Synechococcus elongatus), hongos 

(Neurospora crassa), insectos (Drosophila melangaster) y mamíferos (Mus musculus). Esta 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/
http://pir.georgetown.edu/pirwww/search/comp_mw.shtml
http://www.ebioinfogen.com/biotools/protein-isoelectric-point-calculator.htm
http://www.ebioinfogen.com/biotools/protein-isoelectric-point-calculator.htm
http://www.ebioinfogen.com/biotools/protein-isoelectric-point-calculator.htm
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/
http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html
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búsqueda acotada permitió determinar cuáles de las proteínas centrales del reloj estaban 

mejor representadas en el genoma de C. elegans. 

 
 
Homología con los relojes centrales de plantas y cianobacterias 

 

A partir de las tablas podemos observar que, tal como era esperable, C. elegans no 

presenta homología a ninguno de los genes centrales del reloj de plantas ni de 

cianobacterias (Tabla A.3.1). 

 
 
Homología con el reloj central de hongos 

 
La búsqueda de homología a genes centrales del reloj de hongos arrojó resultados 

inesperados y se encontraron candidatos en el proteoma de los nematodos que presentaban  

una homología apreciable a cada uno de los componentes del reloj fúngico (Tabla A.3.1). 

La proteína FRH, una RNA helicasa que interactúa con FRQ, presentó un homólogo 

prácticamente perfecto (E = 0), la proteína ceMTR-4 de C. elegans. Poseen casi el mismo 

tamaño en residuos aminoacídicos (1006aa y 1026aa, respectivamente) Ambas proteínas 

poseen los mismos dominios, con la excepción de un dominio de unión a calcio (Prosite 

PS00018, dominio de unión a calcio EF-Hand 1). Sin embargo, esta proteína parece estar 

involucrada en la poliadenilación de ARNm destinados a la degradación o trimming 

exosomal y es un sustrato de la vía RTK-RAS-ERK (Arur, et al. 2009; Jia, et al. 2011). Por 

su parte, FRQ también mostró una homología con la proteína ceMTR-4, aunque la búsqueda 

de dominios a través de InterProScan revela un dominio único y muy conservado en FRQ 

que no está presente en ceMTR-4. 

La proteína FWD-1, que es la encargada de marcar para degradación a FRQ, presentó 

mayor homología (E = 1,2x10
-80

) con ceLIN-23 (K10B2.1). Estas proteínas probablemente 

tengan un rol similar, ya que son proteínas de caja F con dominios de repeticiones WD40. En 

C. elegans, ceLIN-23 es componente de un complejo ubiquitin ligasa SCF (Skp1, Cullina, 

Caja-F) que funciona en la degradación de proteínas mediada por ubiquitina. Además ceLIN-

23 funciona regulando negativamente las divisiones celulares posembrionarias en todos los 

tipos de tejidos. También regula el crecimiento de las neuritas en algunas neuronas y la 

abundancia del receptor de glutamato ceGLR-1 (Kipreos, et al. 2000; Fay, et al. 2002; 

Mehta, et al. 2004; Dreier, et al. 2005). 
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Tabla A.3.1. Proteínas homólogas a los genes reloj de plantas, cianobacterias y hongos. 

Estas proteínas fueron encontradas por búsquedas con tecnología de inferencia probabilística 

a partir de modelos de Markov generados por alineamientos múltiples para cada proteína de 

los  relojes  centrales  de  plantas  (A.  thaliana),  cianobacterias  (S.  elongatus)  y  hongos 

(N. crassa). 
 
 
 

 
La proteína VVD, otro de los elementos negativos del reloj de N. crassa, presenta 

homología (E=1,3x10) con ceEGL-2 (F16B3.1). VIVID es un proteína de 186aa con dominio 

PAS, que define un lazo del reloj que reprime la entrada de luz y regula la puesta en hora del 

reloj. ceEGL-2, es un canal de potasio de 956aa cuya actividad es requerida para la puesta 

de huevos, activación muscular, defecación, mecanosensado y quimiosensado (Trent, et al. 

1983; Weinshenker, et al. 1999; Wes y Bargmann 2001; LeBoeuf, et al. 2011). 

Al analizar la homología de los elementos positivos del complejo WC, WC1 y WC2, se 

encontró que WC1 también presenta homología (E=1,1x10
-5

) sobre una pequeña región de 

ceEGL-2, probablemente porque también comparte un dominio PAS con esta proteína. 

WC2 presenta homología con ceHIF-1d (E=3,9x10
-10

). En C. elegans, esta proteína está 

involucrada en el sensado de los niveles de oxígeno y es necesaria para que los nematodos 

sean capaces de sobrevivir en ambientes de hipoxia (1% de oxígeno) (Jiang,  et  al. 2001).  

Estas proteínas muy probablemente no cumplan la misma función, dado que WC2 posee 

otros dominios que están ausentes en ceHIF-1, como los dominios GATA, un dominio de 

dedos de zinc de unión a ADN. 

 

 
Proteínas centrales del reloj de insectos 
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Las búsquedas realizadas a partir de alineamientos de proteínas de insectos (Claridge-

Chang, et al. 2001; Yuan, et al. 2007; Tomioka y Matsumoto 2010) nos indican que el 

proteoma de C. elegans incluye proteínas con gran homología a las proteínas del reloj central 

de insectos (Tabla A.3.2). 

Las proteínas Period (PER) y Timeless (TIM) constituyen el 1er lazo de retroalimentación  

negativa del reloj de Drosophila melanogaster y otros insectos. Ambas presentan homología 

con proteínas de C. elegans. PER posee gran homología (E=2,1x10
-30

) con ceLIN-42b 

(F47F6.1b). Ambas poseen dominios PAS (PFAM PF00989) y un dominio reconocido como 

PERIOD CIRCADIAN PROTEIN (PANTHER PTHR11269), aunque su tamaño es muy 

distinto, PER posee 1218aa y ceLIN-42b posee 597aa. Por su parte, TIM posee homología 

(E=3,2x10
-18

) con ceTIM-1 (Y75B8A.22). Ambas proteínas son casi de la misma longitud, con 

1398aa y 1353aa, respectivamente; y poseen los mismos dominios según el análisis realizado 

por InterProScan. Se ha reportado que estas proteínas cumplen funciones heterocrónicas en 

C. elegans (Jeon, et al. 1999; Chan, et al. 2003). 

Los elementos positivos, Clock (CLK) y Cycle (CYC), presentan homología con la 

proteína ceAHA-1A (C25A1.11A), E=1,70x10
-21  

y E= 4,1x10
-75

, respectivamente. Esta es 

la única proteína de C. elegans que posee los mismos dominios que CLK y CYC. El análisis 

por InterProScan nos dice que estas proteínas contienen 2 dominios PAS (SMART SM00091), 

un dominio bHLH (PFAM PF00010), dominios de translocación nuclear (PROSITE PR00785) 

y un dominio CIRCADIAN PROTEIN CLOCK/ARNT/BMAL/PAS (PANTHER PTHR23042), 

entre otros. Por longitud, la más similar de las 2 proteínas es CYC, que posee 413aa, 

mientras que CLK tiene 1023aa. ceAHA-1A, por su parte, posee 453aa. La literatura indica 

que esta proteína es capaz de heterodimerizarse con otras proteínas con dominios PAS de C. 

elegans (ceAHR-1, ceHIF-1, ceCKY-1) y probablemente sea capaz de formar homodímeros 

también, para luego estimular la transcripción de genes blanco (Powell-Coffman, et al. 1998; 

Ooe, et al. 2007). Esto mismo sucede con los heterodímeros CLK-CYC en moscas, que 

activan la transcripción de los factores negativos y otros genes controlados por el reloj 

(Claridge-Chang, et al. 2001). 

La proteína Criptocromo (CRY), involucrada en el sensado de luz azul y degradación 

de TIM no posee homólogos en C. elegans. Lo mismo sucede en el caso de CRY2, que 

es un potente represor de la transcripción mediada por CLK-CYC, pero es insensible a la luz 

(Yuan, et al. 2007). Resulta interesante notar que C. elegans posee un fotorreceptor 

totalmente novedoso y desconocido en otras especies. Algunos años atrás se determinó que 

C. elegans poseía un mecanismo de fototaxis negativa hacia longitudes de onda cortas, como 

la luz UV y la luz azul. Esta respuesta está mediada por el fotorreceptor LITE-1, un receptor 

asociado a proteína G con homología a los receptores gustatorios de Drosophila 

melanogaster. Esta proteína recibe la información de la luz y activa una guanilato ciclasa, que 
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sintetiza cGMP. Una vez que los niveles de cGMP se elevan, activan unos canales CNG, que 

terminan por depolarizar a la neurona fotorreceptora (Edwards, et al. 2008; Ward, et al. 2008; 

Liu, et al. 2010). 

 

 

 
 

 

Tabla  A.3.2.  Proteínas  homólogas  a  los  genes  del  reloj  central  de  insectos.  Estas 

proteínas fueron encontradas por búsquedas con tecnología de inferencia probabilística a partir 

de modelos de Markov generados por alineamientos múltiples para cada proteína del reloj 

central de insectos (D. melanogaster). 
 
 
 
 
Proteínas accesorias del reloj de insectos 
 

Como se encontraron proteínas homólogas a los productos de los genes reloj de 

insectos, se decidió profundizar la búsqueda e incluir a las proteínas accesorias al reloj de 

Drosophila melanogaster (Sandrelli, et al. 2008; Tomioka y Matsumoto 2010). 

Primero se buscaron las proteínas que forman lazos de retroalimentación distintos al 

principal. Estas proteínas son Vrille, Par Domain Protein 1E y Clockwork Orange. 

Vrille (VRI) pertenece al 2do lazo negativo del reloj, inhibiendo la transcripción de CLK. 

Esta proteína presenta homología (E=1,7x10
-17

) con ceATF-2 (K08F2.2). El análisis por 

InterProScan revela que ambas proteínas poseen dominio bZIP (PFAM PF07716). Se sabe 

que ceATF-2 es un factor de transcripción que regula negativamente a los genes de autofagia 

ceBEC-1 y ceLGG-1 (Erdelyi, et al. 2011), pero se desconoce si regula de alguna manera a 

ceAHA-1. 

Par Domain Protein 1e (PDP1e), está involucrada en el 2do lazo positivo del reloj de 

moscas y cumple un rol antagónico a VRI, promoviendo la expresión de CLK. La proteína 

ceCES-2 es la más similar (E=2x10
-6

) a esta proteína de moscas. Ambas posen dominios 

bZIP (PFAM PF07716), aunque sus tamaños son muy diferentes. Mientras que PDP1e tiene 

una longitud de 647aa, ceCES-2 posee 211 residuos aminoacídicos. Se sabe que ceCES-2 

regula la apoptosis y es capaz de dimerizarse con ceATF-2 (Wang, et al. 2006; Hatzold y 

Conradt 2008). 

Clockwork Orange (CWO) es parte de un tercer lazo del reloj y actúa como un represor 

transcripcional de los genes blancos de CLK, cumpliendo un rol importante en la amplitud del 

reloj de Drosophila. No posee homólogos en C. elegans. 
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Luego se estudiaron las proteínas moduladoras del reloj: CREB, DoubleTime (DBT), 

Casein quinasa 2 (CK2), Shaggy (SGG), las proteinfosfatasas 1 y 2 (PP1 y PP2), 

Supernumerary Limbs (SLMB), Rhodopsina (Rh), Nemo (NMO), Nocte y la fosfolipasa C 

(NORPA). Los homólogos y la función de estas proteínas pueden verse en la Tabla A.3.3. 

Finalmente, se estudiaron las proteínas de salida del reloj de insectos, que incluyen a 

Takeout (to), Pigment Dispersing Factor (PDF), Slowpoke (SLO), Narrow Abdomen (NA), 

Inward Rectifer (IR), Jetlag (Jet), COP9 signalosome (CSN4), Protein quinasa A (PKA), Beta 

Alanil Conjugasa Sintasa (EBONY), Lark (LRK), Factor de transcripción FER2 (FER2). Los 

homólogos y la función de estas proteínas pueden verse en la Tabla A.3.3. 

 

 

 
 

 

Tabla A.3.3. Proteínas homólogas a los genes accesorios del reloj central de insectos. 

Estas proteínas fueron encontradas por búsquedas con tecnología de inferencia probabilística 

a partir de modelos de Markov generados por alineamientos múltiples para cada proteína 

accesoria del reloj central de insectos (D. melanogaster). En rojo se indican aquellas proteínas 

que fueron halladas como homólogas, pero que no poseen todos los dominios del HMM 

utilizado como punto de partida. 
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Proteínas centrales del reloj de mamíferos 

 
Las búsquedas realizadas a partir de alineamientos de proteínas de mamíferos 

(Takahashi y Lowrey 2011) nos indican que el proteoma de C. elegans incluye proteínas con 

gran homología a las proteínas del reloj central de mamíferos (Tabla A.3.4). 

Los elementos positivos del reloj de mamíferos son las proteínas Clock (CLK) y BMAL. 

BMAL es el homólogo a dmCYC y hay dos variantes, BMAL1 y BMAL2. Además de CLK hay 

otra proteína llamada NPAS2 que es capaz de heterodimerizarse con BMAL y activar la 

transcripción de genes blanco. La proteína de C. elegans con homología a CLK, BMAL1, 

BMAL2 y NPAS2 es ceAHA-1a, con valores E de 1,5x10
-17

, 1,8x10
-65

, 5,4x10
-63 

y 

6,8x10
-19

, respectivamente. Estos resultados son similares a lo encontrado en el caso del 

reloj de insectos donde la proteína homóloga a CLK y CYC era también ceAHA-1a. 

Los elementos negativos del reloj son Period (PER) y Criptocromo (CRY). En este 

caso existen 3 proteínas PER: PER1, PER2 y PER3. De manera similar a insectos, el 

homólogo a PER2 y PER3 es ceLIN-42B, con una homología con valor E de 2,9x10
-21 

y 

5,5x10
-20

, respectivamente. PER1, por otro lado, presenta mayor homología (E=7,5x10
-17

) 

con ceLIN-42C. No existen proteínas homólogas a CRY en el genoma de C. elegans. 

Si bien estos valores de homología son elevados, los encontrados para insectos eran 

mayores (comparar las tablas A.3.2 y A.3.4). 

 

 

 
 

 

Tabla A.3.4. Proteínas homólogas a los genes del reloj central de mamíferos. Estas 

proteínas fueron encontradas por búsquedas con tecnología de inferencia probabilística a partir 

de modelos de Markov generados por alineamientos múltiples para cada proteína del reloj 

central de mamíferos (M. musculus). 
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Proteínas accesorias del reloj de mamíferos 

 

A pesar de que las proteínas centrales del reloj de insectos poseen mayor significancia 

en su homología que las proteínas de mamíferos, también se realizaron búsquedas de las 

proteínas accesorias del reloj de mamíferos (Takahashi y Lowrey 2011). 

Las proteínas que conforman los elementos positivos del 2do lazo son ROR-A, ROR- 

B. Actúan fomentando la transcripción de BMAL. El homólogo a ROR-A es ceNHR-23b 

(C01H6.5b), con E=1,4x10
-70

; y el homólogo a ROR-B es ceNHR-23a (C01H6.5a), con 

E=4,5x10
-73

. En los nematodos, esta proteína actúa como un receptor hormonal nuclear que 

es requerido para los cambios larvales (molts) (Kostrouchova, et al. 2001). 

REB-ERV alpha (NR1D1 y NR1D2) actúa como el elemento negativo del 2do lazo, 

inhibiendo la transcripción de BMAL. El homólogo a NR1D1 y NR1D2 es ceNHR-85a 

(W05B5.3a), con un valor E de 8,1x10
-47 

y 8,7x10
-55

, respectivamente. Esta proteína es un 

receptor hormonal nuclear requerido para la puesta de huevos y la formación de larvas dauer 

resistentes al SDS (Gissendanner, et al. 2004). 

DBP (proteína de unión a cajas D) forma parte de un segundo lazo accesorio, actuando 

vía elementos caja D en los genes blanco (Ueda, et al. 2005). El homólogo a DBP es ceCES-

2 (ZK909.4), con E=1,5x10
-18

, al igual que para la proteína PDP-1e de insectos. 

Luego se estudiaron las proteínas moduladoras del reloj: CASEIN QUINASA 1A, 

CASEIN QUINASA 1D, CASEIN KINASA 1E, DEC1, DEC2, FBXL3, NOCTURNINA 

(CCRN4L), PPARGC1A. Los homólogos y la función de estas proteínas pueden verse en la 

Tabla A.3.5 

Finalmente se estudiaron las proteínas de entrada/salida del reloj: los receptores de 

melatonina MEL1A y MEL1B, MELANOPSINA (OPN4), PROKINETICINA (PKC2), VIP y el 

receptor de VIP (VPAC2). Los homólogos y la función de estas proteínas pueden verse en la 

Tabla A.3.5. Cabe mencionar que estudios recientes de nuestro laboratorio han descrito la 

presencia de ritmos en la síntesis de melatonina y en la actividad de la enzima ASMT, la cual 

es la enzima limitante del proceso (Migliori, et al. 2011a). Sin embargo, aún son desconocidos 

los receptores para esta señal humoral. En este trabajo se han identificado algunas proteínas 

candidato, entre las cuales F41E7.3 es la que presenta un mayor grado de homología con los 

receptores de mamíferos. Esta proteína es un receptor de neuropéptidos huérfano, por lo que 

resultaría muy interesante corroborar experimentalmente su función. 
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Tabla A.3.5. Proteínas homólogas a los genes accesorios del reloj central de mamíferos. 

Estas proteínas fueron encontradas por búsquedas con tecnología de inferencia probabilística 

a partir de modelos de Markov generados por alineamientos múltiples para cada proteína 

accesoria al reloj central de mamíferos (M. musculus). En rojo se indican aquellas proteínas 

que fueron halladas como homólogas, pero que no poseen todos los dominios del HMM 

utilizado como punto de partida. 
 
 
 
 
Perspectivas 

 
Estos resultados parecen indicar que C. elegans posee las proteínas necesarias como 

para poder formar un reloj similar al de insectos, con la excepción de la proteína dmCRY, 

responsable de degradar a dmTIM bajo la presencia de luz azul (Tomioka y Matsumoto 2010). 

En el caso del reloj de mamíferos, mmCRY forma parte del reloj central en sí (Ko y Takahashi 

2006). En ambos casos el posible reloj de C. elegans prescindiría de los criptocromos. 

Por otro lado, tomando en cuenta las proteínas accesorias, se observa que C. elegans 

posee homólogos para formar el 2do lazo completo de insectos y la mayoría de las proteínas 

moduladoras y de salida, con la excepción de los rhodopsinas, dmNOCTE, dmTO y 

dmEBONY. Tampoco posee homólogos a dmCWO, involucrado en un 3er lazo del reloj. 

También encontramos homólogos para el 2do y 3er lazo del reloj de mamíferos y 

varias de las proteínas accesorias de este reloj. Resulta interesante notar que no se 

encuentran homólogos a VIP, un neuropéptido involucrado en la sincronización de las 

neuronas reloj de mamíferos, pero sí de su receptor VPAC2. En el caso de insectos, el 

neuropéptido más similar en función a VIP es PDF. C. elegans presenta homólogos a PDF y 
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a su receptor (Janssen, et al. 2009; Meelkop, et al. 2012) y, como hemos visto en el capítulo 

4 de esta tesis, este neuropéptido está involucrado en la sincronización a ciclos LO y 

generación de ritmos en los nematodos. 

En las tablas de insectos y mamíferos encontramos muchas proteínas accesorias con 

niveles de homología muy significativos. Esto se debe a que muchas de ellas son canales 

iónicos, fosfatasas o quinasas, y estas proteínas se encuentran muy conservadas en la 

evolución, por lo que no resultan sorprendentes los valores E obtenidos. Por otro lado, 

proteínas más específicas del reloj, como es el caso de PRMT-5 (PROTEIN ARGININE 

METHYL TRANSFERASE 5), resultan más interesantes. Esta proteína modula el splicing 

alternativo de genes reloj de D. melanogaster y A. thaliana. Mutantes nulos de la enzima 

presentan ritmos severamente afectados en ambas especies (Sanchez, et al. 2010; Petrillo, et 

al. 2011). Por ende, esta sería una proteína candidato a analizar experimentalmente en C. 

elegans. 

Las evidencias bioinformáticas parecen apuntar a que C. elegans posee un reloj que, 

al menos en cuanto a sus elementos moleculares homólogos, posee cierta similitud tanto con 

el oscilador de los insectos como con el de mamíferos. Se debe resaltar, sin embargo que los 

homólogos a los componentes centrales del reloj, es decir a period, clock, tim y bmal/cycle 

poseen funciones heterocrónicas y de cohesión cromosomal en los nematodos (Jeon, et al. 

1999; Chan, et al. 2003; Hasegawa, et al. 2005) y su función en el reloj no es del todo 

clara. Además, un estudio global a nivel transcriptómico de nematodos entrenados a ciclos LO 

y a ciclos Tt no encontró que los ARNm de estos genes ciclaran (van der Linden, et al. 2010). 

Su función, debe entonces ser determinada experimentalmente. 

Los estudios realizados en este trabajo podrían ayudar a discernir cuál de las hipótesis 

sobre la relación de los nematodos con los insectos y mamíferos es más correcta. Hoy en día 

existen básicamente 2 hipótesis. La hipótesis de los “celomados” indica que los nematodos 

son más cercanos a los insectos que a los mamíferos y, la hipótesis de los “ecdysozoa” indica 

justamente lo contrario (Figura A.3.1). 
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Figura A.3.1. Relaciones entre C. elegans 

y otros animales modelo. A) Los ratones y 

las moscas son más cercanos entre ellos que 

cualquier de ambos con C. elegans. B) Las 

moscas y C. elegans son más cercanos entre 

sí que cualquiera de ambos con los ratones. 

Adaptado de (Fitch 2005). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Existen evidencias que apoyan ambas hipótesis. Por ejemplo, basándose en la 

secuencia del ARN 18S se encuentra que los nematodos están relacionados a los artrópodos 

en un clado de animales que realizan mudas, llamado ecdysozoa (Figura A.3.1B). Esta 

hipótesis depende de la exclusión de todos los nematodos con la excepción de Trichinella 

spiralis. Sin embargo al incluir al resto de los nematodos, estos se agruparon en un clado 

consistente con la hipótesis de celomados (Figura A.3.1A) (Aguinaldo, et al. 1997). Los 

árboles construidos a partir de la secuencia de la ARN polimerasa 2 también se ajustan a esta 

hipótesis (Sidow y Thomas 1994). A partir de los resultados obtenidos en C. elegans se 

construyeron árboles filogenéticos considerando a las proteínas reloj de mamíferos, insectos y 

su principal homólogo en los nematodos (Figura A.3.2). Estos árboles parecen estar de 

acuerdo con la hipótesis de los celomados, es decir que la mosca de la fruta y los ratones 

están más cerca el uno del otro que cualquiera de los dos de C. elegans. Además los 

resultados para la proteína TIMELESS indican que la proteína ceTIM-1 es más cercana a la 

proteína dmTIMEOUT y a mmTIMELESS, que a dmTIMELESS. En mamíferos, es 

esencial para el desarrollo embrionario y está asociada al metabolismo del ADN. Además se 

sabe que se asocia a la peroxirredoxina 2 durante puntos de control del ciclo celular (Gotter, 

et al. 2007). En Drosophila TIMEOUT está involucrada en el metabolismo del ADN, la 

integridad cromosomal y, también en la fotorrecepción circadiana  (Gotter 2006; Benna, et 

al. 2010; McFarlane, et al. 2010). 

Estudios de las homologías de los genes reloj en otras especies de nematodo pueden 

ayudar a resolver esta larga disputa y favorecer que la balanza se incline hacia alguno de los 
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dos lados. En este sentido, a pesar de que en este anexo sólo se muestran aquellos 

homólogos que exhiben los valores más altos de significancia, existen otros candidatos a 

considerar. Además, este mismo procedimiento se llevó a cabo con otros 18 proteomas 

de nematodos disponibles en la base de datos WS230 de WormBase (Figura A.3.3). 

 

 

 

 

 
 

 

Figura A.3.2. Árboles filogenéticos de las proteínas centrales del reloj. En la figura se 

observan  los  árboles  filogenéticos construidos a  partir  de  los  alineamientos de  proteínas 

ortólogas realizados utilizando el  software PSI-Coffee con  los  parámetros t_coffee_msa y 

slow_pair para los pasos múltiples y pairwise, respectivamente (Notredame, et al. 2000). Los 

árboles filogenéticos fueron construidos usando el software local MEGA usando el método 

neighbor-joining y el modelo de Poisson para sustituciones de aminoácidos (Saitou y Nei 1987; 

Kumar, et al. 2004). El porcentaje de árboles réplica en los cuales los taxa se agruparon juntos 

en el test de bootstrap (1000 réplicas) es mostrado al lado de cada rama. La distancia neta 

entre taxa fue determinada calculando el número de sustituciones de aminoácidos por sitio de 

la estimación del promedio neto entre grupos de secuencias. Los análisis fueron llevados a cao 

utilizando el modelo de corrección de Poisson. A) Proteina PERIOD. B) Proteina TIMELESS. C) 

Proteina CLOCK. D) Proteina BMAL/CYCLE. 
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Figura A.3.3. Árbol filogenético de las especies de nematodos utilizadas en este estudio. 

Relación entre las 19 especies de nematodos utilizadas en este estudio. Los números romanos 

indican el clado al que pertenece cada rama. Adaptado de (WormBase 2012). 
 
 
 
 

Las tablas completas, con los resultados de homología obtenidos a partir de la 

búsqueda de modelos de Markov generados con las proteínas reloj de los 5 organismos 

modelos empleados, en cada una de las 19 especies de nematodos está disponible en  

http://cronos.unq.edu.ar/tesis/andres_romanowski/. 

El análisis de estos homólogos, según sus dominios, su PM, su pI, presencia de 

péptidos señal y hélices transmembrana, la determinación de nuevos motivos a través de 

MEME, y la construcción de árboles filogenéticos comparativos de las proteínas centrales del 

reloj de insectos y moscas que incluyan a los homólogos encontrados en las 19 especies 

estudiadas ayudará a entender mejor la relación entre el posible reloj circadiano de los 

nematodos y el reloj de insectos y mamíferos. 

 

 

Notas 

1  
Datos preliminares indican que en compost, sustrato natural de C. elegans, la temperatura 

varía entre 1 y 2 grados a lo largo del ciclo diurno. 

http://cronos.unq.edu.ar/tesis/andres_romanowski/
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