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Resumen

Los ritmos circadianos son oscilaciones endégenas que poseen todos los organismos,
desde procariotas hasta seres humanos, que les permite adaptarse a la naturaleza ciclica
del planeta. Los ritmos circadianos son regulados por un reloj central, que se base en un
loop de retroalimentacion transcripcional traduccional (TTFL). Los genes involucrados en el
reloj central son ampliamente conservados entre diferentes organismos. El nematodo
Caenorhabditis elegans (C. elegans) es un gran modelo experimental para el estudio de los
ritmos biolégicos. A excepcién de la proteina CRY (CRIPTOCHROME), el nematodo posee
todas las proteinas homologas que intervienen en el mecanismo molecular del reloj
circadiano de mamiferos y Drosophila. En este trabajo nos centramos en investigar un grupo
de proteinas conservadas evolutivamente, especificamente las proteinas LIN-42, KIN-20 y
AHA-1. Mediante la medicién de los ritmos circadianos a través de un sistema basado en
luminiscencia en nematodos mutantes para las proteinas LIN-42, KIN-20 y AHA-1.
Demostramos que una disminucion en la expresion de LIN-42 produce un alargamiento del
periodo endégeno y disminuye la capacidad de los nematodos de ser entrenados a un ciclo
dual de luz y temperatura. Una disminucion tanto en la proteina KIN-20, como en la proteina
AHA-1, produce un alargamiento del periodo de luminiscencia. Ademas, se demuestra que
tanto lin-42, como aha-1 presentan ritmos transcripcionales, los cuales ciclan en contrafase
a lo largo del dia, por su parte, kin-20 no presenta ritmos transcripcionales. También,
demostramos que las proteinas LIN-42 y KIN-20 co-expresan en las células neuronales,
faringe y seam cells; una disminucion en la expresion de KIN-20 genera una disminucion en
la expresién de LIN-42. Finalmente, este trabajo también demuestra que una disminucién
de KIN-20 y de ambas proteinas LIN-42::KIN-20, produce un cambio en el periodo circadiano

solo a través de las células neuronales. En conjunto, estos resultados presenten en esta
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tesis sugieren que LIN-42, KIN-20 y AHA-1 son proteinas evolutivamente conservadas que
intervienen en la regulacion del reloj central del nematodo. Estos hallazgos permiten ampliar

el conocimiento del reloj molecular circadiano del nematodo C. elegans.

Abstract

Circadian rhythms are endogenous oscillations that are present in all organisms, from
prokaryotes to humans, which allow them to adapt to the cyclical nature of the planet.
Circadian rhythms are regulated by a central clock, which is based on a transcriptional
translational feedback loop (TTFL). The genes involved in the central clock are widely
conserved among different organisms. The nematode Caenorhabditis elegans (C. elegans)
is a powerful experimental model for the study of biological rhythms. With the exception of
the CRY (CRIPTOCHROME) protein, the nematode presents all the homologous proteins
involved in the molecular mechanism of the mammalian and Drosophila circadian clock. In
this work we focus on investigating a group of evolutionarily conserved proteins, specifically
the LIN-42, KIN-20 and AHA-1 protein. By measuring circadian rhythms through a system
based on luminescence in mutant nematodes for the LIN-42, KIN-20 and AHA-1 proteins.
We show that a decrease in the expression of LIN-42 produces a lengthening of the
endogenous period and decreases the ability of nematodes to be entrained to a dual cycle
of light and temperature. A depletion in KIN-20 and AHA-1 proteins produces a lengthening
of the luminescence period. In addition, it is shown that both lin-42 and aha-1 present
transcriptional rhythms, which cycle in antiphase throughout the day, while kin-20 does not
present transcriptional rhythms. Also, we show that LIN-42 and KIN-20 proteins co-express
in neuronal cells, pharynx and seam cells; a decrease in the expression of KIN-20 generates
a decrease in the expression of LIN-42. Finally, this work also demonstrates that a decrease
in KIN-20 and both LIN-42::KIN-20 proteins produces a change in the circadian period only
through neuronal cells. Taken together, these results presented in this thesis suggest that
LIN-42, KIN-20 and AHA-1 are evolutionarily conserved proteins involved in the regulation of
the nematode central clock. These findings allow us to expand our knowledge of the circadian

molecular clock of the C. elegans nematode.
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‘A lo largo de muchos arios de ser objeto de la incomprension de los

demas, lleque a entender que la vida de un devoto de la ciencia esta
inevitablemente llena de interminables luchas. El verdadero cientifico
tiene que moldear su vida como una ardiente ofrenda, considerando

pérdida y ganancia, éxito y fracaso, como una Sola cosa”

ParamahanSa Yogananda

A mis abuelas, abuelos, mi papa y mi mama
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Lista de Abreviaturas

AMe
ADNc
ADNdc
AID
ARNi
ARNm
AVP
BFP
bHLH
CCG
CEM
CGC
CK1
CK1e
CKBD
CLK
CRY
CT
CYC
DBT
DD
DIC
DNs
FR
FuDR
GFP
GRP
HSN
IGL
LD
LNs
LO/FC
LO/FC
NGM
NMJs
NSQ
0o0/CC
PAS
PCR
PDP1e
Per
PRC
PRX
PVT
REV-ERBs
RFP
RIP
RORs
RT-PCR
TIM
TRH
TTFL
UNDL

médula accesoria

ADN complementario

ADN doble cadena

Auxin inducible degron

ARN interferencia

ARN mensajero

arginina vasopresina

Proteina fluorescente azul (del inglés, Blue Fluorescent Protein)

del inglés, basic-Helix-Loop-Helix

Gen controlado por el reloj (del inglés, Clock Controlled Gen)

Neuronas especificas del macho en C. elegans (del inglés cephalic neuron in male)
Centro Genético Caenorhabditis (del inglés, Caenorhabditis Genetics Center)
Caseina quinasa 1 (del inglés, casein kinase 1)

Proteina CASEIN KINASE 1 ¢

Dominio de unién de la caseina quinasa (del inglés, casein kinase binding domain)
Proteina CLOCK

Proteina CRYPTOCHROME

Tiempo circadiano (del inglés, Circadian Time)

Proteina CYCLE

Proteina DOUBLE TIME

Condiciones constantes de oscuridad (del inglés dark:dark)

contraste de interferencia diferencial

neuronas dorsales de Drosophila (del inglés, dorsal neurons)

Condiciones constantes (del inglés, Free running)

5-fluorodeoxyuridina

Proteina fluorescente verde (del inglés, Green Fluorescent Protein)

péptido liberador de gastrina

Neuronas motoras del Hermafrodita (del inglés, Hermaphrodite specific motor neurons)
lamina intergeniculada lateral

Ciclo de luz:oscuridad (del inglés light:dark)

neuronas laterals de Drosophila (del inglés, lateral neurons)

Ciclo de luz-oscuridad y temperatura baja-alta

Ciclo de luz-oscuridad y temperatura baja-alta

Medio de crecimiento de nematodos (del inglés, Nematode Growth Medium)
Uniones de las neuronas musculares (del inglés neuromuscular junctions)
nlcleo supraquiasmatico

Oscuridad y temperatura alta constante

del inglés, Per-Amt-Single

Reaccién en cadena de la polimerasa (del inglés, Polymerase Chain Reaction)
del inglés Par domain protein 1¢ de Drosophila

Proteina PERIOD

Curva de respuesta de fase (del inglés, Phase response curve)
Peroxirredoxina

nucleo paraventricular hipotaldmico

del inglés, orphan nuclear receptors

Proteina fluorescente roja (del inglés, Red Fluorescent Protein)

Interneurona del C. elegans (del inglés, Ring/Pharynx interneuron)

del inglés, retinoid acid receptor-related orphan receptor

PCR de transcripcion reversa (del inglés, reverse transcription PCR)
Proteina TIMELESS

tracto retinohipotalamico

del inglés transcription-translation feedback loop

Unidades normalizadas de luminiscencia sin la tendencia (detrended, inglés)



uv
VC
VIP
VRI
WT
T

Ultra-Violeta

Neurona del cordon ventral del C. elegans (del inglés, ventral cord motor neuron)
péptido intestinal vasoactivo

Proteina VRILLE de Drosophila

Cepa salvaje (del inglés, Wild-type)

Tiempo del Zeitgeber (del inglés, Zeitgeber Time)
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Objetivos Generales

Estudiar el rol de proteinas homologas a genes reloj (LIN-42, KIN-20 y AHA-1) de otros
organismos modelos en los ritmos circadianos del nematodo adulto.

Estudios los ritmos transcripcionales de las proteinas homologas a genes reloj.

Analizar la funcion de las proteinas reloj en tejidos especificos.

Objetivos Especificos

Estudiar la regulacion circadiana de la expresion génica del gen sur-5 bajo ciclos de luz/oscuridad
y temperatura en lineas mutantes para la proteina LIN-42, KIN-20 y AHA-1.

Evaluar el efecto del rescate del fenotipo mutante lin-42 y kin-20 sobre la sincronizacion y
ritmicidad circadiana.

Analizar el efecto de la sobreexpresién de LIN-42 y KIN-20 sobre la sincronizacion y ritmicidad
circadiana.

Estudiar los ritmos transcripcionales el gen lin-42, kin-20 y aha-1, bajo condiciones ciclicas y
constates.

Estudiar localizacion de LIN-42b y KIN-20b en el nematodo adulto.

Analizar la co-expresion de LIN-42b y KIN-20b en el nematodo adulto.

Estudiar la regulacion de LIN-42 mediada por la proteina KIN-20.

Estudiar la regulacion de los ritmos circadianos dependiente de LIN-42 y KIN-20 en las células

neuronales y en las seam cells.
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A través de millones de afios de evolucion, la seleccion natural ha favorecido que todos los
organismos estudiados —desde procariotas hasta los seres humanos— posean un reloj endégeno que les
permite anticiparse a la naturaleza ciclica del planeta generando asi ventajas adaptativas y garantizando la
supervivencia de las especies. La capacidad de los animales de conocer la época del afio en la que se
encuentran les permite programar adecuadamente gran parte de sus procesos fisiolégicos y de
comportamiento. La migracion de ciertas aves y peces, el ocultamiento de las ardillas en sus madrigueras,
la memoria temporal de las abejas anticipando el horario de alimentacion y la reproduccion en la época
mas adecuada para la supervivencia de las crias son algunos ejemplos que demuestran esta naturaleza

predictiva que permite a los individuos anticiparse a los cambios ambientales.

La cronobiologia es la ciencia que estudia la adaptacion de los seres vivos a las variaciones ciclicas
del ambiente que ocurren como consecuencia de los movimientos de nuestro planeta. De alli su nombre
del griego Kronos= tiempo, bios=vida, logos=ciencia. La rotacién de la Tierra alrededor de su propio eje
produce variaciones en la intensidad de la luz y la temperatura ambiental cada 24 horas. Asi, durante el dia
aumenta la iluminacion y la temperatura ambiental, mientras que por la noche ambas disminuyen. Ademas,
la translacion de la Tierra alrededor del sol produce alteraciones en el ambiente que se manifiestan como
las estaciones del afio (primavera, verano, otofio e invierno). Los seres vivos surgieron y se desarrollaron

en el planeta bajo estos estimulos ciclicos ambientales.

Los ritmos bioldgicos pueden clasificarse segin su frecuencia en circadianos, infradianos y
ultradianos. Los ritmos circadianos (del latin circa, alrededor del, y dies, dia) son aquellos que presentan
una variacion a lo largo del dia con un periodo cercano a 24 horas, como por ejemplo el ciclo suefio — vigilia
y la temperatura corporal. Los ritmos infradianos (del latin infra, debajo del, y dies, dia) tienen un periodo
mayor a las 24 hs, y ejemplo de ellos son el ciclo menstrual y el ciclo de hibernacion. Mientras que los
ritmos ultradianos (del latin ultra, mas alla, y dies, dia) presentan un periodo menor a las 24 hs, como por

ejemplo el ciclo cardiaco y el respiratorio.

Para caracterizar un ritmo biol6gico se pueden definir una serie de pardmetros: periodo, amplitud y
fase (Figura 1.1). El periodo se define como la duracién de un ciclo, o sea, el tiempo que transcurre entre
dos sucesos idénticos; la amplitud es la intensidad de la variable que registramos, es decir, la distancia que
existe entre el valor medio y el valor mas alto que alcanza la variable a lo largo del periodo; la frecuencia
es la cantidad de ciclos por unidad de tiempo (0 sea, la inversa del periodo); y la fase nos dice en qué
momento del ciclo temporal esta situada la variable en estudio, y ésta puede definirse como la acrofase,
momento en que la onda llega a su punto maximo, o la batifase, momento en el que la onda esta en su

nivel minimo.
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Figura 1. 1. Parametros caracteristicos de un ritmo. (A) Caracteristicas de
un ritmo biolégico tomado como una onda sinusoidal. (B) Ejemplos de ritmos
biologicos con diferentes amplitudes, periodos y fase (acrofase).

Antecedentes historicos de los estudios cronobiolégicos

Durante muchos afios se observé que diferentes organismos mostraban cambios ciclicos en sus
actividades fisiol6gicas. En la antigliedad, médicos egipcios observaron variaciones periddicas en la salud
y en los sintomas de personas con ciertas patologias, y establecieron momentos del dia en que esos
sintomas se agudizaban. Con el tiempo, estas bases de la medicina egipcia fueron tomadas por filosofos,
naturalistas y médicos griegos, tales como Aristételes, Hipocrates y Diocles, que a su vez realizaron sus
propios aportes. Para ellos, la naturaleza ciclica de los sintomas tenia una estrecha relacién con los astros.
Por ejemplo, Aristételes menciona en su libro "Sobre la Generacion de los Animales", que el organismo
femenino podia ser influenciado por la Luna. Pero las primeras observaciones reportadas de los ritmos
biologicos se remontan al siglo IV a. C., cuando el naturalista Andréstenes, que acompafiaba a Alejandro
Magno en sus conquistas, describi6 los ritmos diarios de apertura y cierre de las hojas del arbol de

tamarindo (Tamarindus indicus).

Hasta el siglo XVIII se creia que los organismos modificaban su comportamiento como una
respuesta pasiva a cambios en los ciclos astronémicos. Sin embargo, Jean-Jacques d'Ortous de Mairan
[1] realiz6 un experimento que sugeria la presencia de un reloj enddgeno con un periodo cercano a las 24
horas. El cientifico francés estudio el movimiento foliar de la planta Mimosa pudica, llevando a cabo los
primeros estudios cronobioldgicos. Observé que las hojas de la planta se mantenian abiertas durante el dia
y se retraian durante la noche. Para demostrar que ese movimiento no era una respuesta pasiva al ciclo
ambiental, De Mairan llevo a cabo un nuevo experimento: coloco la maceta en una caja dentro de la cual
no llegaba la luz solar, y observé que las hojas de la Mimosa aun se seguian moviendo (Figura 1.2). Este

trabajo fue crucial ya que demostré que la planta Mimosa pudica era capaz de mantener el movimiento
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ritmico de las hojas aln en ausencia de estimulos ambientales, y fue la prueba preliminar de la presencia

de un reloj biolégico.

Ciclo Luz/Oscuridad (LD)

Condicién Constante (DD)

Figura 1. 2. Primer experimento Cronobiolégico fue realizado por De Mairan, quien demostré que la
planta Mimosa pudica mantiene el movimiento ciclico de sus hojas aun en condiciones constantes, sin
ninglin estimulo ambiental, lo que sugiere que existe un reloj interno.

Por otro lado, también las observaciones de Linneo —contemporaneo a De Mairan— contribuyeron a
la cronobiologia. Linneo tenia un amplio conocimiento de los ritmos de apertura y cierre de las flores de
muchas especies de plantas, asi construyé un reloj floral en el que diferentes especies florecian a diferentes
horas del dia [2]. Estudios posteriores, realizados por Pfeffer a finales del siglo XIX, demostraron que las
plantas mantienen las variaciones fisiolégicas en condiciones constantes pero con un periodo diferente a
24h [3].

Los primeros trabajos cientificos que evidenciaron ritmos biologicos en la fisiologia humana fueron
realizados por Sanctorius, quien a comienzos del siglo XVII construyd una gran balanza en la cual se
pesaba en cada una de sus comidas; asi, durante 30 afios anot6 su peso y los cambios en sus variables
fisioldgicas y observé ritmos mensuales en su peso corporal, y en la turbidez de la orina. En 1845, Briton J.
Davy describi6 ritmos diarios y anuales en su temperatura corporal, y desde entonces dicha variable ha
sido utilizada como marcador del sistema circadiano humano. Por otro lado, estudios realizados por el
fisidlogo aleman L. Landois demostraron que los ritmos de temperatura no son producidos por la ingesta
de alimentos. Ademas, describio un sencillo experimento cronobioldgico de inversion del ciclo, donde, se

pudo invertir la tipica curva térmica que el mismo describié [3].

Otras observaciones acerca de ritmos bioldgicos fueron realizadas en aves. Es el caso del cientifico
aleméan Gustav Kramer quien, a fines de la década del 40 del siglo XX, fue el primero en utilizar el término

reloj biologico. El estudio de las aves migratorias le permitio observar que las mismas utilizan la posicién
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cambiante del Sol como referencia para mantener constante su direccion de migracién, ello las obliga a
disponer de un reloj bioldgico que modifique continuamente la referencia solar a lo largo del dia [4]. Ademas,
investigaciones realizadas por Karl von Frisch, et6logo aleman y premio Nobel de Fisiologia, demostraron
que las abejas poseen una memoria de tiempo, siendo capaces de anticiparse unos minutos antes a la
entrega de comida. Los trabajos realizados contribuyeron a la idea de osciladores sincronizados por el

horario de alimentacion.

Recién a mediados del siglo XX distintos trabajos cientificos contribuyeron al nacimiento oficial de
la cronobiologia como disciplina cientifica. Las investigaciones realizadas por Colin S. Pittendrigh y Jirgen
Aschoff fueron de gran aporte en el estudio de los ritmos circadianos, es por eso que son considerados los
padres de la cronobiologia moderna. Ambos desarrollaron las bases conceptuales y los principios basicos
que rigen el comportamiento de los ritmos bioldgicos. Pittendrigh focalizé sus estudios en la mosca de la
fruta Drosophila Melanogaster, llegando a descubrir una de las propiedades principales de los ritmos
circadianos, luego conocida como “compensacidn por temperatura” [5, 6]. Por su parte, Aschoff fue pionero
en el estudio de ritmos en humanos, en los que registro la temperatura corporal y el ciclo de suefio-vigilia,
generando asi las bases sobre la cronobiologia médica, y fue quien impulso el término Zeitgeber (o “dador
de tiempo”), utilizado para sefialar a los ciclos ambientales capaces de poner en hora los relojes biolégicos,

como la luz o la temperatura [7, 8].

Por otra parte, estudios realizados por Franz Halberg y Alain Reinberg contribuyeron al campo de la
Cronofarmacologia. Halberg demostrd que los efectos téxicos de drogas y farmacos varian de forma
circadiana [9, 10]. A comienzos del siglo XX, el biélogo y genetista Curt Richter [11] realizd importantes
contribuciones en el campo de los ritmos circadianos, en particular identificd el hipotalamo como posible
localizacién del reloj biologico central en mamiferos. Posteriormente, se fueron identificando diferentes
grupos neuronales localizadas sobre el quiasma oOptico, mas tarde conocidos como el nucleo
supraquiasmatico [12-16]. Ademas, estudios realizados por Michael Young en D. melanogaster
demostraron las bases moleculares del reloj bioldgico en estos animales [17], que junto con los

experimentos de Jeff Hall y Michael Rosbash les valieron el premio Nobel de Fisiologia 0 Medicina en 2017.
Propiedades del reloj biolégico

Vivimos en un planeta que gira con un periodo de 24 horas y, en consecuencia, practicamente todos
los seres vivos que lo habitan presentan ritmos diarios en todas las funciones fisiologicas, bioquimicas y de
comportamiento. Los ritmos bioldgicos son enddgenos, es decir se generan en ausencia de cambios
externos y requieren del buen funcionamiento del reloj endogeno o central (del griego endo=dentro, y
gen=generacion, que se origina o nace en el interior). Sin embargo, la persistencia de los ritmos circadianos
en condiciones ambientales constantes no implica que esos ritmos sean independientes de las variaciones

ambientales, ya que algunos cambios en el ambiente modulan el periodo o la fase de estos ritmos. A estos
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cambios se los denomina agentes sincronizadores (Zeitgeber o input). El principal agente ambiental
sincronizador del reloj biolégico es el ciclo de luz-oscuridad [18, 19], pero también existen otros tales como
el ciclo de temperatura [20], el ciclo de alimentacién [18] y el ciclo de estimulacién social [21, 22]. El agente
sincronizador pone en hora al reloj central, pero también existen mecanismos de acoplamiento entre el reloj
y los ritmos que controla (salida del reloj u output) [14, 23, 24]. En ciertas ocasiones, el zeitgeber puede
modificar directamente a los ritmos, pasando por alto el reloj central, en un proceso que se llama
enmascaramiento [25]. Ademas, existen mecanismos de retroalimentacion entre los ritmos circadianos y el

reloj central (Figura 1.3).

Salida Actividad Locomotora
» === Temperatura corporal
Sueno-vigilia

Luz Retroalimentacion

Temperatura
Alimentacién

Enmascaramiento

Figura 1. 3. Principales componentes del sistema circadiano, compuesto por tres componentes principales,
los estimulos de entrada que sincronizan al reloj central y este genera el acoplamiento de las sefiales de salida
del reloj.

Por otro lado, el reloj bioldgico tiene un mecanismo de compensacion por temperatura [26]. Esta
propiedad se evalla mediante el coeficiente Q1o, €l cual indica el nivel de cambio de la velocidad de
cualquier proceso bioldgico en un rango de 10°C. Los ritmos circadianos poseen un Qi de 0,8 - 1,4, por lo
se considera que el reloj interno sigue funcionando de forma precisa independientemente de los cambios

en la temperatura corporal [27, 28].

Asi, para que un proceso pueda definirse como circadiano debe cumplir con las tres propiedades

fundamentales definidas por Colin Pittendrigh en 1960 [6]:

1. Caracter endégeno de los ritmos, es decir la capacidad de un organismo determinado de generar

ritmos por si mismo, sin necesidad de cambios externos.

2. Capacidad de ser sincronizados por un Zeitgeber, permitiendo asi que los organismos que se
encuentran bajo condiciones ambientales ritmicas adopten el valor del periodo dado por el medio ambiente

con una relacién de fase estable.

3. Capacidad de mantener el periodo endégeno independientemente de la temperatura, es

decir que compensan sus variaciones.
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A continuacion, se mencionan algunas de las definiciones cominmente utilizadas en cronobiologia.
Cuando un organismo se mantiene bajo condiciones ambientales constantes se dice que esta en “libre
curso” o free running (FR), de esta forma el organismo manifiesta sus ritmos endégenos (Figura 1.4). Bajo
estas condiciones, los organismos presentan un pequefio desfasaje cada dia en el inicio de su actividad,
generando asi un periodo enddgeno diferente de 24 horas. El periodo del ritmo en libre curso se identifica
con la letra griega tau (7). El valor que toma tau es Unico para cada animal y es caracteristico de la especie,

tomando valores entre 23 y 28 horas, siendo mas preciso en las especies nocturnas que en las diurnas.

Noche
i Subjetiva
Dia Noche
0,015 q
0,010
.S
(8]
o 0,005 -
S8
-g g 0,000
ét, S -0,005
=
o -0,010
o 24 48 72 96
ZT (horas) CT (horas)
LD 12:12 DD (Condiciones Constantes)
Periodo (T) = 24h Periodo (tau) # 24h

Figura 1. 4. Representacion de un ritmo de actividad sometido a un ciclo T de luz/oscuridad de 12:12 (12
horas de luz, 12 horas de oscuridad) y transferido posteriormente a condiciones constantes de oscuridad, DD.

Otros factores que caracterizan al ritmo en FR es la duracion de la fase de actividad (alfa, a) y la
fase de reposo (rho, p) de un organismo. Ambas son complementarias, y por lo tanto la suma de las mismas

corresponden al valor del periodo del ciclo completo.

Otras nomenclaturas utilizadas en el estudio de los ritmos circadianos que hacen referencia a la
medicion del tiempo en condiciones ciclicas ambientales son: Zeitgaber Time (ZT) o “dador de tiempo” y
Circadian Time (CT) o “tiempo circadiano”. Asi, ZT0 se define como el momento del comienzo del dia,
marcado por una clave temporal como por ejemplo el encendido de las luces, y CTO indica el momento de
inicio del dia subjetivo. Por otro lado, otra caracteristica a analizar es la fase de un ritmo bajo ciertas
condiciones ambientales. Se determina la fase que tiene el organismo en estudio durante la condicién
ciclica ambiental (ZT) y se compara con la fase en condiciones constantes (CT), si el ritmo circadiano
mantiene la fase en condiciones constantes (CT) diremos que el organismo esta sincronizado. Ahora bien,
si el organismo en estudio tiene una fase clara bajo condiciones ambientales (ZT), pero no la mantiene bajo

condiciones constantes diremos que el animal esta enmascarado.
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En condiciones constantes (CT), el periodo (tau) puede variar por diferentes causas que provocan
su alteracion como la intensidad de luz, la historia ritmica previa (post-efecto) y otros factores como la edad

del individuo.

Una de las Reglas de Aschoff es que los animales diurnos tienen en general un tau mayor a 24
horas, mientras que en animales nocturnos el tau es menor a 24 horas. Ademas, en muchas especies se
observé que el tau varia continuamente con la intensidad de la luz (animales nocturnos alargan el valor de
fau cuando se incrementa la intensidad de la luz, mientras que animales diurnos lo acortan cuando la
intensidad de la luz aumenta). Por otro lado, puede existir un fendmeno denominado “post efecto” del ciclo
ambiental previo, el cual genera una modificacién en el valor de tau. Esto es, cuanto mas alejado sea el
fotoperiodo (periodo T) de fau, un mayor post-efecto se observa. Ademas, el envejecimiento de los
organismos modifica el valor de tau de un modo general: a medida que el animal envejece el ritmo enddgeno

se acelera.

Otra caracteristica propia de cada organismo es la curva de respuesta de fase. La misma nos
muestra cdmo varia la fase de un ritmo circadiano respecto del momento circadiano en el que un estimulo
es aplicado. Cuando un organismo entrenado a un ciclo ambiental y luego mantenido en condiciones
constantes es expuesto a un pulso de luz corto a diferentes momentos del periodo de 24 h, el reloj biolégico
mostrara distintos tipos de cambios de fase. Brevemente, cuando el pulso de luz se aplica durante el dia
subjetivo (aquel momento en que el animal se comporta como si fuera de dia) tiene un efecto nulo sobre el
inicio de la actividad. En cambio, cuando el pulso de luz se aplica durante la noche subjetiva del animal
(cuando el reloj enddgeno indica que deberia ser de noche) habitualmente provoca un cambio de fase
brusco del ritmo en libre curso. Asi, durante la primera mitad de la noche subjetiva los pulsos de luz generan
un retraso de fase en el ritmo biolégico, mientras que durante la segunda mitad de la noche subjetiva
generan un avance de fase en el ritmo (Figura 1.5). Este fendmeno explica lo mencionado anteriormente,

cuanto mas alejado esté el ciclo T del tau del animal en estudio, mayor seré el post-efecto que tenga.
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Figura 1. 5. Modificacion de la fase por un pulso de luz: un pulso de luz (PL) dependiendo el momento que
sea dado generara un adelanto o retraso de fase en el animal en estudio. Si el PL se da al final de la actividad
(primer grafico) genera un adelanto de la fase, mientras que un PL al comienzo de la actividad (segundo grafico)
genera un retraso de fase.

Organismos modelos en el estudio de la cronobiologia

Existe un inmenso nimero de organismos que habitan el planeta Tierra, los cuales evolucionaron y
se adaptaron a los cambios ciclicos del medio ambiente. Es por eso que en casi todos ellos se han
encontrado ritmos circadianos en muchas de sus variables fisiologicas, bioquimicas y de comportamiento.
Estos estudios cronobiolégicos han sido estudiados en diferentes sistemas modelos, tales como
cianobacterias, hongos, plantas y animales. Estos sistemas nos ayudan a poder descifrar y entender los
mecanismos moleculares del reloj circadiano. A continuacion, se mencionan algunos de los organismos
modelos mas utilizados en cronobiologia, asi como los principales hallazgos que aportaron cada uno de
ellos.

Las Cianobacterias son el modelo principal para el estudio de los ritmos circadianos en procariotas.
Algunas de las caracteristicas que favorecieron el estudio de los ritmos en este modelo son el pequefio
tamario de su genoma, la facil manipulacion genética [29, 30] y la utilizacidn de reporteros bioluminiscentes
para observar la expresion de genes reporteros en tiempo real, permitiendo el andlisis de ritmos robustos
y de facil analisis [31] (Figura 1.6 a). Los primeros estudios realizados en este organismo permitieron
descubrir oscilaciones circadianas en la fotosintesis y fijacion del nitrégeno [32-34]. Las cianobacterias son

los unicos organismos procariota del que se conoce un reloj circadiano completo.

Por otro lado, Neurospora crassa es un hongo filamentoso muy caracterizado cronobioldgicamente,
y fue uno de los primeros organismos eucariotas en ser utilizado como modelo en cronobiologia. Su rapido
crecimiento, su sencillo mantenimiento en el laboratorio y el conocimiento de su secuencia genémica lo
convirtieron en un organismo modelo [35]. El primer hallazgo de un ritmo biolégico en Neurospora crassa

fue en 1959, se observd que el crecimiento y la formacion de las conidias en condiciones ambientales
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constantes de luz, temperatura y humedad tienen un periodo endégeno de 22.5 horas, aunque pueden ser
entrenados a 24h y tienen compensacion por temperatura [36]. El método que es usualmente utilizado para
estudiar ritmos en N. crassa consiste en cultivar a los hongos en tubos de vidrio, donde es sencillo observar
la formacién de conidios en forma de bandas [37]. Estos conidios son de color naranja debido a los
pigmentos carotenoides, y su proceso de produccion esta controlado por el reloj circadiano, alcanzando un
maximo justo antes del amanecer [38]. El fenotipo de las bandas de esporas gener6 una herramienta clave

para el estudio de los ritmos en estos organismos (Figura 1.6b).

La planta dicotiledonea Arabidopsis thaliana es un modelo muy utilizado en el estudio de los ritmos
circadianos. Desde las primeras observaciones realizadas por De Mairan, se conoce que el movimiento de
las hojas de la planta Mimosa es controlado por un reloj circadiano. Hoy en dia, ademas, se sabe que las
plantas presentan ritmos circadianos en procesos tales como la elongacién del tallo, la apertura y cierre de
los estomas, la germinacién, la actividad fotosintética, la apertura de las flores, la tolerancia al estrés, la
expresion génica y la fosforilacion de proteinas [39]. Si bien los primeros estudios mostraron que las plantas
poseen ritmos bioldgicos robustos y de facil observacién, recién en la década de 1990 se las volvio a utilizar
como modelo en cronobiologia. Esto fue posible gracias al desarrollo de un reportero basado en el gen de
la enzima luciferasa, creando asi un sistema reportero que permiti el monitoreo de la expresion de
numerosos genes en tiempo real, y en plantas individuales [40]. Posteriormente, esta herramienta permitié
identificar genes involucrados en los ritmos circadianos de las plantas, como toc1-1 (por sus siglas en inglés

timing of cab1 expression) [41-43] (Figura 1.6 c).

La mosca de la fruta Drosophila melanogaster es el principal organismo modelo utilizado en genética
clasica, y desde hace varios afios en cronobiologia [44]. Algunas ventajas que proporciona D. melanogaster
como sistema experimental son su pequefio tamafio, su facil manipulacion, su ciclo de vida corto (que tarda
en condiciones de laboratorio a 25°C alrededor de 10 dias en completarse), su abundante descendencia,

su genoma totalmente secuenciado y la disponibilidad de herramientas genéticas para su estudio.

Para descubrir las bases moleculares que gobiernan los ritmos circadianos en estos animales, los
principales comportamientos que se midieron fueron la eclosion de las moscas adultas (desde el estadio
de pupa) y la actividad locomotora. La eclosion es un evento que puede ser monitoreado en una poblacion,
y tiene un pico durante las primeras horas de la mafana. De esta manera, se encontraron los primeros
genes involucrados en los ritmos circadianos que fueron mapeados y eventualmente clonados [45-47]. En
este organismo se identificaron casi todos los genes involucrados en los ritmos circadianos como per
(period), tim (timeless) [48], clk (clock) [49] y cyc (cycle) [50], y hoy se sabe que forman parte del principal
loop transcripcional que maneja los ritmos circadianos en estos animales. Posteriormente se identificaron
numerosas proteinas que intervienen en los ritmos bioldgicos, tales como Cryptochrome (cry) [51] o la

quinasa double-time (dbt) [52, 53]. El uso de la actividad locomotora es el método mas utilizado para medir
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los ritmos circadianos y hacer un screening de posibles genes reloj en las moscas, ya que permite tomar
registro del movimiento en tiempo real de muchos individuos al mismo tiempo, en un espacio reducido y
con costos relativamente bajos. Asi, se encontraron patrones de reposo y actividad, incluso homologables
a ciclos de suefio y vigilia tal como se pueden observar en humanos [54]. Bajo ciclos de LD 12h:12h, las
moscas exhiben picos de actividad durante la mafiana y la noche, anticipando el encendido y al apagado
de las luces [55, 56]. En condiciones constantes (DD), el pico de la mafiana desaparece y solo persiste el

pico de la noche, con un periodo de 23.8 h (Figura 1.6d).

Por ofra parte, los roedores son los modelos mamiferos méas utilizados en el estudio de la
cronobiologia, por tener una amplia semejanza con el reloj molecular de los seres humanos. Entre los mas
estudiados se encuentra el ratén comun Mus musculus y el hamster dorado (Mesocricetus auratus). El
primer hamster dorado mutante de un gen reloj se hallé por casualidad registrando la actividad locomotora
en rueda bajo condiciones constantes de oscuridad. Durante el experimento se observo que uno de los
animales tenia un periodo de actividad locomotora méas corto (22 h), en comparacion con el wild-type (24
h) [57]. Luego se encontrd que la mutacion natural pertenecia al mutante tau, que codificaba para la proteina
caseina quinasa 1 epsilon (CKle) [58]. Otro importante descubrimiento para la cronobiologia fue el mutante
para el gen clock [59], en el que se observo que bajo condiciones constantes la actividad locomotora de los
mutantes tenian un periodo mas largo que los animales wild-type. Sin embargo, el gen fue clonado e
identificado recién en 1997 [59]. El registro de la actividad locomotora en rueda es la variable mas utilizada
para estudiar la salida del reloj, pero no la Gnica. También se utiliza la determinacion de ritmos de
temperatura corporal, de alimentacion, de secrecion hormonal, ritmos metabdlicos y de expresion genética.
Con los avances de la ingenieria genética se logré secuenciar completamente el genoma del ratén y utilizar
nuevas técnicas genéticas para el estudio de los ritmos en roedores, permitiendo convertirlo en uno de los

modelos méas usados en cronobiologia [60] (Figura 1.6 e).
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Figura 1. 6. Modelos para el estudio de la cronobiologia: a. Cianobacteria: es un modelo unicelular, el
reportero luciferasa es utilizado para el estudio de promotores en placas de 96 wells, permitiendo analizar
distintos mutantes del componente oscilatorio. b. Neurospora crassa: produce esporas asexuales bajo el
control del reloj biolégico. Este proceso de formacion en banda de las conidias es tomado como una salida
del reloj circadiano. ¢. Arabidopsis thaliana: los ritmos de bioluminiscencia por la fusién de promotores con
luciferasa puede ser visualizado por muchos dias en condiciones constantes. d. Drosophila melanogaster:
el modelo utilizado es el movimiento diario de vuelo de moscas en un tubo con un haz infrarojo. Los nimeros
de cortes en el haz son monitoreados electronicamente para determinar los patrones circadianos de actividad
locomotora. e. Roedores: Actividad locomotora en rueda es medida en condiciones constantes y en forma de
actograma. Los momentos de actividad son mostrados con barras negras, proveen la informacion del periodo
y la fase del animal en estudio.

Organizacion del sistema circadiano

Anatomia del sistema circadiano en vertebrados: mamiferos

La organizacién funcional del sistema circadiano en los mamiferos consiste en una via de entrada
del agente sincronizador, las conexiones de entradas (aferentes) que sincronizan al oscilador central con
el ambiente y las conexiones de salida (eferentes) que permiten que el oscilador module las respuestas del
organismo, acoplando el periodo y la fase de los distintos osciladores del organismo [61, 62].

El principal oscilador central del sistema circadiano en mamiferos reside en los nucleos
supraquiasmaticos, (NSQ) [12, 63, 64]. Los NSQ estan conformados por un pequefio grupo de neuronas
localizadas en el hipotalamo ventral anterior, sobre el quiasma 6ptico, rostral a las comisuras supradpticas
y ventrolateral al tercer ventriculo. Sus neuronas son las mas pequefias del hipotdlamo y se ha estimado
que el numero de neuronas que forman parte del oscilador es de alrededor de 16000, a las que se debe
sumar un importante nimero de células gliales [65]. Los NSQ ha sido divididos en dos regiones principales,

una region dorsomedial que secreta arginina vasopresina (AVP) y neurofisina, y una region ventrolateral
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que contiene el péptido intestinal vasoactivo (VIP) y el péptido liberador de gastrina (GRP) en sus neuronas
[66].

El experimento que demostrd que los NSQ son el principal oscilador del sistema circadiano se bas6
en que su lesion bilateral en ratas produjo una desorganizacion del patrén circadiano de varias conductas
y parametros fisioldgicos [67]. Otros experimentos también realizados en ratas demostraron que trasplantes
de tejido hipotalamico conteniendo los NSQ en animales lesionados restablecen los ritmos circadianos de
estos Ultimos, induciendo la ritmicidad del donante al receptor [67, 68]. Ademas, la estimulacion eléctrica o
quimica de los NSQ produce adelantos o retrasos en la hora que inicia el lapso de actividad (cambios de
fase) durante el ciclo circadiano, similares a los provocados por pulsos de luz cuando se aplica en oscuridad
constante. A nivel celular, las neuronas del oscilador central presentan ritmos circadianos en su actividad
eléctrica, metabdlica y en la expresion génica que ademas persisten cuando los experimentos se realizan
en condiciones de iluminacion constante; estos resultados se observaron tanto en cultivos celulares in vitro,
asi como también en células o neuronas extraidas del NSQ [69, 70]. La capacidad de generar un patron
circadiano de actividad es inherente a cada una de las neuronas del NSQ, aunque las interacciones
sinapticas dentro del nlcleo parecen participar hasta cierto grado en el acoplamiento de los osciladores
individuales [71].

Las vias de entrada (aferentes) que sincronizan al oscilador central con el ambiente son de dos
tipos, foticas y no féticas. La via fotica tiene sus receptores en la retina, los que responden al nivel general
de iluminacion y se activan por medio de cambios quimicos en un fotopigmento especifico: la melanopsina
[72], que se encuentra en células ganglionares y no forma parte de los fotorreceptores clasicos de las
retinas (conos y bastones). La retina se conecta con los NSQ por medio del tracto retinohipotaldmico (TRH)
[13]. El mismo esta formado por axones que se proyectan desde las células ganglionares de la retina hasta
el oscilador central, y transmitiendo informacion luminica a través del neurotransmisor glutamato y PACAP.
El TRH también se conecta con la lamina intergeniculada lateral (IGL) y de ahi con los nucleos
supraquiasmaticos, liberando alli el neurotransmisor GABA, encefalinas y neuropétido Y [3]. Por otro lado,
la via no fética, que se dirige desde el mesencéfalo hasta los nicleos del rafe medio, proyecta directamente
hacia los NSQ y los nucleos del rafe dorsal lo hacen indirectamente via una proyeccion a los IGL, donde
libera fundamentalmente serotonina. Estas conexiones nerviosas pueden ser la base de la sincronizacion
por medio del alimento o la actividad motora, participando en el inicio y mantenimiento del suefio y las
etapas de éste [73, 74].

Por otra parte, las vias de salida (eferentes) conectan el NSQ con el area predptica del hipotalamo,
y se encargan de modular los ritmos circadianos en la temperatura corporal, la ingesta de agua y la conducta
sexual [19]. Otra de estas vias es la conexién del NSQ con la glandula pineal. Los NSQ se conectan con el
nucleo paraventricular hipotalamico (PVT), del cual salen fibras nerviosas que siguen por el corddn
interomediolateral de la médula espinal hasta el ganglio cervical superior, de donde surgen nuevas fibras

que se conectan con la glandula pineal (Figura 1.7).
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La glandula pineal, en aves y reptiles, posee fotoreceptores, que permiten obtener una sefal directa
de un estimulo luminico. En estas especies la ablacion de la glandula pineal elimina los ritmos circadianos.
Sin embargo, en los mamiferos la misma no esta expuesta de manera directa a la iluminacién ambiental,
ni parece jugar el papel principal en el mantenimiento de los ritmos circadianos [75]. Tanto en aves como
en reptiles y mamiferos, la glandula pineal secreta la hormona melatonina, una indolamina cuyo precursor
en su sintesis es el neurotransmisor serotonina. Ambas moléculas (melatonina y serotonina) se forman a
partir del aminoacido triptéfano que se encuentra en los alimentos con proteinas. La concentracion en la
sangre de la melatonina y la N-acetiltransferasa, la enzima que sintetiza la melatonina, varia a lo largo del
dia, aumentando la concentracién de ambas durante el periodo de oscuridad, independientemente de que
el organismo que se registre sea diurno o nocturno [76, 77]. La melatonina ejerce fundamentalmente una
influencia inhibitoria sobre la secrecién de las hormonas del eje hipotalamo-hipofisiario [78], las cuales
controlan la secrecion de la mayor parte de las hormonas del cuerpo, por lo que las variaciones en la
produccion de melatonina modulan en gran medida la fisiologia del organismo. Aunque la lesion de la
gléandula pineal no elimina los ritmos circadianos en los mamiferos, la influencia de la melatonina sobre el
resto del cuerpo plantea la posibilidad de que dicha glandula sea un intermediario entre el sustrato
anatomico de los ritmos circadianos y la expresion de estos ritmos en los mamiferos.

Ademas del NSQ, se han encontrado variaciones circadianas en muchos tejidos y érganos, tales
como higado, rifion, corazén, musculo, e incluso en otras areas cerebrales. Algunos de estos 6rganos
tienen oscilaciones circadianas y otros presentan oscilaciones ultradianas con periodos de 6-8 horas.
Estudios realizados en fibroblastos de mamiferos demostraron que los mismos mantienen las oscilaciones
en la expresion de genes reloj por largo tiempo en cultivos celulares tratados con un shock de suero [79].
Adicionalmente, estudios de imagines en tiempo real en cultivos celulares primarios utilizando animales con
reporteros bioluminiscentes demostraron que la mayoria de los drganos (incluyendo higado, rifion y
musculo) contienen ritmos circadianos [80)].

Por lo tanto, los NSQ, la gldndula pineal y otras estructuras funcionarian como coordinadores o
marcapasos de las actividades circadianas de las distintas células y tejidos del organismo [81]. Ademas,
los relojes periféricos son tan buenos como el reloj central del NSQ, y en general se sabe que los relojes
periféricos utilizan esencialmente los mismos componentes moleculares del NSQ [82, 83]. Por tal motivo,
actualmente se acepta la idea de que existen, ademas de los NSQ, otros posibles osciladores en el sistema

nervioso y diversos osciladores periféricos [71, 84, 85].
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Figura 1. 7. Anatomia de sistema circadiano de Mamiferos; El sistema esta formado por un oscilador central,
el nucleo supraquiasmatico (NSQ), las vias de entrada (ambiente), las vias de salida (ritmos fisiolégicos). Las
sefiales que sincronizan al oscilador central, son enviadas via eléctrica y humoral a osciladores periféricos que
se encuentran en otras regiones del cerebro y en 6rganos periféricos. Finalmente, el sistema genera ritmos
fisioldgicos de temperatura corporal, actividad locomotora, suefio-vigilia, alimentacion.

Anatomia del sistema circadiano en Invertebrados

Los primeros estudios de ritmos circadianos en invertebrados fueron realizados en organismos no
tradicionales como cucarachas y grillos [86-88]. De esta forma se pudo determinar que el reloj biolégico de
insectos esta anatdmica y funcionalmente conectado a organos fotorreceptivos, que le permiten
sincronizarse al ciclo de luz-oscuridad ambiental. Ademas, posee varios mecanismos de salida que
controlan funciones endocrinas, metabdlicas y de comportamiento, y su oscilador central estd compuesto
por poblaciones de neuronas con diferentes morfologias, fisiologia y contenido en neurotransmisores [89].
En una gran variedad de insectos (escarabajos, cucarachas, grillos y moscas) el reloj circadiano central se
localiza en una region especifica del cerebro denominada médula accesoria (AMe), ubicada en la base del
|6bulo dptico [89]. Diversos estudios indican que la AMe por si sola es capaz de controlar los ritmos
comportamentales en estos organismos.

En la actualidad, un modelo muy utilizado para el estudio de los ritmos circadianos en invertebrados
es la mosca D. melanogaster, y constituyo uno de los primeros animales donde se descubri6 la ubicacion
especifica del reloj circadiano [90]. Aproximadamente, 150 neuronas del cerebro de las moscas fueron
identificadas por intervenir en los ritmos circadianos de estos organismos. Las mismas se dividen en grupos
(o clusters) y se encuentran ubicadas espacialmente en siete grupos principales. En base a su posicion
anatémica se dividen en: 3 grupos de neuronas dorsales (DN y DN1-3; del inglés, Dorsal Neurons) y 4
grupos de neuronas laterales (LNds, LPNs, I-LNvs y s-LNvs; del inglés, Lateral Neurons). Las neuronas
laterales ventral, (I-LNvs y s-LNvs; del inglés, large and small ventral lateral neurons), son las méas
estudiadas circadianamente de D. melanogaster, ya que expresan el factor de dispersién de pigmento
(PDF; del inglés, Pigment-Dispersing Factor), un neurotransmisor importante para la sincronizacion de las

neuronas involucradas en los ritmos y para las vias aferentes del reloj de las moscas [91-98] (Figura 1.8).
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Las neuronas LNv son importantes para la anticipacion de la mafiana, por los que se las llama
células M (del inglés, Morning), mientras que las LNd/DN1 son importantes para la anticipacién de la tarde,

por lo que se conocen como células E (del inglés, Evening) [99, 100].

DN, DN,

DN3 LNd Figura 1. 8. Anatomia del sistema

circadiano de D. melanogaster: Se
Expresan PDF representa un esquema del cerebro de
Drosophila. El sistema circadiano esta
compuesto por 7 grupos de neuronas:
las neuronas dorsales, DN1-3; las
neuronas laterales ventral, I-LNvs, s-
LNvs, que liberan PDF (peptid disper
factor), dorsales (LNd) y posteriores
(LPNs).  Imagen  modificada  de
Krzeptowski W, et al. 2018
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Bases moleculares del reloj circadiano

Los ritmos circadianos son manejados por un reloj molecular que permite sincronizar los procesos
bioldgicos con el tiempo y los cambios ciclicos del ambiente. Los componentes moleculares del reloj estan
conservados en diferentes especies, y su mecanismo molecular se basa en la transcripcién y traduccion
ciclica de genes reloj, donde factores de transcripcion activan la expresién de sus propios represores,
generando un ciclo de retroalimentacién negativa (TTFL; del inglés, Transcription-Translation Feedback
Loop) [101]. Ademas, es importante destacar que las proteinas y genes reloj regulan la expresién ritmica
de otros genes denominados ccgs (del inglés, Clock Controlled Genes) [102].

Los componentes del reloj molecular que generan las oscilaciones circadianas han sido descriptos
tanto en mamiferos como en D. melanogaster. Como se mencion6 anteriormente, el modelo del reloj a nivel
molecular esta basado en dos ciclos de transcripcién y retroalimentacion interconectados que funcionan en
conjunto para generar la expresion ciclica de los genes.

Los principales elementos del reloj molecular de mamiferos son las proteinas CLOCK y BMAL1, y
en D. melanogaster las proteinas CLOCK (CLK) y CYCLE (CYC); todas ellas han sido identificadas como
activadores transcripcionales. En las moscas, CLK y CYC forman un heterodimero y activan la expresion
de los genes pery tim, los cuales codifican sus propias proteinas represoras PER y TIM produciendo el
primer ciclo de retroalimentacién. El heterodimero CLK/CYC también regula su propia expresién via el
segundo ciclo transcripcional por vrille (vri) y Pdp1e (del inglés, Par domain protein 1¢). Ambas proteinas

VRI'y PDP1¢ se unen a una region del promotor de clk, mientras VRI inhibé, PDP1¢ activa la transcripcion
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de Clk. Adicionalmente, dicho ciclo de retroalimentacién transcripcional es regulado post-
transcripcionalmente por numerosas proteinas citoplasmaticas, como quinasas, que juntas generan ritmos
circadianos endégenos a nivel de mARNs y proteinas del oscilador molecular. Por otro lado, CLK/CYC
regulan la expresion de genes involucrados en procesos fisioldgicos vy celulares. El reloj circadiano de las
moscas también posee su propio fotorreceptor CRY (del inglés, Cryptochrome) que interviene en el

entrenamiento circadiano por luz [103, 104] (Figura 1.9).
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Figura 1. 9. Esquema del reloj molecular de Drosophila: Transcripcion ritmica de per y tim por activacién de
las proteinas CLOCK/CYCLE (CLK-CYC) y posteriormente son inhibidas por TIMELESS/PERIOD (PER-TIM),
que constituyen el ciclo negativo. La expresion de Clk es regulada por VRILLE/PAR DOMAIN PROTEIN 1¢ (VR
y PDP1¢), generando un efecto negativo y positivo, respectivamente. La luz activa a CRYPTOCHROME (CRY),
donde fosforila a TIM y lo lleva a degradacion via proteosoma. Esquema modifica de Krzeptowski W, et al. 2018.
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En mamiferos, los genes clock y bmal1 (o mop3) codifican proteinas de la familia bHLH-PAS (basic
helix-loop-helix; Per-Arnt-Single-minded). El heterodimero CLOCK:BMAL1 inicia la transcripcion de los
genes pery cry al unirse especificamente a una region del ADN denominada E-box, —-E-box (5"-CACGTG-
3’) y E-box (5°-CACGTT-3')- en los promotores de sus genes blanco [105-107], y luego las proteinas
PER1, PER2, CRY1 y CRY2 funcionan como elementos negativos del reloj [108-110]. PER y CRY se unen
formando heterodimeros que regulan negativamente su propia transcripcion interactuando con el complejo
CLOCK-BMAL1 [105, 111-113].

La degradacion de las proteinas PER y CRY es requerida para reiniciar el ciclo de transcripcion,
siendo éste un paso clave para el reseteo del periodo del reloj. El primer mutante del reloj circadiano en
mamiferos fue el mutante fau en hamster, el cual tiene un periodo de actividad locomotora de 20 h en

condiciones constantes, en comparacidn con la cepa wild-type que presenta un periodo de 24 h en libre
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curso [114]. Esa disminucién en el periodo se debe a una mutacién en la enzima caseina quinasa 1 epsilon
(CK1e), la cual participa en la fosforilacion de la proteina PER [58]. Otra caseina quinasa, CK18, fue hallada
mas tarde, y se comprobd que la misma también fosforila a PER. Hoy se cree que ambas quinasas fosforilan
a PER promoviendo su ubiquitinacion por BTrCP y posterior degradacion via proteosoma 26S [115-118].
Similarmente a PER, ratones mutantes con periodos de actividad locomotora méas largo que la cepa wild-
type ayudaron a descifrar los mecanismos de degradacion de la proteina CRY. Se ha demostrado que uno
de los mecanismos por el cual se produce un periodo mas largo en ratones es por una mutacion en el gen
fbxI3 [119, 120]. La proteina FBXL3 genera la poliubiquitinacién de CRY y posterior degradacion via
proteosoma [120]. Interesantemente, CRY1 y CRY2 son marcados por ubiquitinaciéon por un Unico evento
de fosforilacién. CRY1 es fosforilado por AMPK1 y CRY2 por una cascada de DYRK1A/GSK-3B [121-123]
(Figura 1.10).

Las proteinas que actian como elementos negativos del reloj circadiano, en particular PERs,
determinan la fase del reloj. En la noche, cuando los niveles de PER son bajos, una administracién aguda
de luz induce la transcripcién de PER1y PER2 [124-126]. Con una exposicién de luz en la noche temprana,
se observa un retraso en la fase de la actividad locomotora y esto corresponde con que la luz induce el
incremento de ambas proteinas PER1 y PER2 en los NSQ [127]. En la segunda mitad de la noche solo los
niveles de PER1 se incrementan con la exposicién a la luz, y esto corresponde con la fase de la noche
cuando la luz produce un avance de la fase [127]. Estos cambios de fase que se observan (retraso, cuando
la luz se administra en le noche temprana, y avance cuando se administra en la noche tardia) son suficientes
para entrenar a un animal a un ciclo de luz:oscuridad (LD:DD), este método de entrenamiento por pulso de

luz es lo que se conoce como entrenamiento por ciclo esqueleto.
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Figura 1. 10. Esquema del reloj molecular de mamiferos: El heterodimero de CLOCK:BMAL1 (circulos
celestes y verdes) se unen al DNA en los sitios E-box e inician la transcripcion de los RNA. El resultado,
las proteinas PER y CRY (circulos violetas y rojos) se dimerizan en el citoplasma y translocan al nucleo
donde inhiben las proteinas CLOCK:BMAL1 donde inician su trascripcion. Esquema modifica de Buhr, et
al. 2013.

En el segundo ciclo, CLOCK/BMAL1 regulan su propia transcripcion por la expresion de otros dos
genes, ror a/B/yy rev-erb a/B, que codifican para las proteinas RORs (del inglés, Retinoid Acid Receptor-
Related Orphan Receptor) y REV-ERBs (del inglés, Orphan Nuclear Receptors), respectivamente. Ambas,
RORs y REV-ERBEs, regulan la expresion de BMAL1; mientras que RORs acttia como activador, la proteina
REV-ERBs actla como represor. Al igual que en D. melanogaster, las proteinas CLOCK/BMAL1 también

regulan la expresion de ccgs [103, 104, 128] (Figura 1.10).

Modelo de estudio Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans es un pequefio nematodo de vida libre cuyo habitat esta siempre asociado
al suelo. Se aisl6 de diferentes regiones del mundo, predominantemente de zonas humedas [129, 130], y
se alimenta de microbios, principalmente bacterias.

Es un importante modelo animal desde 1970, cuando fue propuesto como sistema experimental por
el cientifico Sydney Brenner [131], y desde entonces ha sido utilizado para investigacion en diferentes éreas

incluyendo gendmica, biologia celular, neurobiologia y envejecimiento. Algunas ventajas que presenta C.
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elegans como modelo de estudio son: su corto ciclo de vida, su genoma compacto y secuenciado, su
desarrollo estereotipico, facilidad de propagacion y su pequefio tamafio (mide 1 mm como adulto). El cuerpo
del adulto es anatomicamente simple y estd compuesto de 1000 células somaticas. C. elegans es un
poderoso modelo para realizar cruces genéticos. Otra ventaja que presentan estos nematodos como
modelo experimental es su corto ciclo de vida (3-4 semanas bajo condiciones Optimas de temperatura y
alimento). En el laboratorio, usualmente crece en placas de Petri con medio solido NGM (del inglés,
Nematode Growth Medium) suplementado con Escherichia coli como fuente de alimento (las cepas mas
utilizadas de bacterias son la HB101 y OP50). Se puede observar facilmente con lupa y microscopios de
bajo aumento. Todas estas caracteristicas lo hacen un modelo econdémico para su utilizacién en
investigacidn, ademas de no requerir grandes equipamientos ni espacio para su mantencion.

Por otro lado, al ser un animal transparente es muy utilizado para ensayos de microscopia y para
estudios de desarrollo. La anatomia de C. elegans ha sido ampliamente identificada, y se pudo conocer el

linaje celular completo [131-135].
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C. elegans presenta dos sexos: hermafroditas (XX) y machos (X0). En su habitat natural la
frecuencia de generacion de machos es muy baja (0,1%) debido a la linea germinal de hermafroditas, y hay
mayor frecuencia (hasta de un 50%) a través del apareamiento. La auto-fecundaciéon de animales
hermafroditas homocigotas produce la generacion de una progenie idéntica en su genoma, y el
apareamiento con los machos permite la manutencién de cepas mutantes, asi como las mutaciones méviles
entre cepas, generando diversidad biolégica (Figura 1.11).

Los mutantes pueden ser obtenidos por mutaciones quimicas, genéticas (como es el caso de la

tecnologia de CRISPR) [136], y por exposicion a radiacién ionizante [137, 138]. Las cepas de nematodos
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(en particular el estadio larval L1) pueden ser congeladas a -80°C por un periodo largo de tiempo. Debido
alas numerosas ventajas que presenta el modelo en estudio, y que menionamos anteriormente, C. elegans
es un animal utilizado para estudiar diferentes comportamientos, tales como locomocién, alimentacion,
defecacion, puesta de huevos, formacién de estadio dauer, respuesta sensorial al tacto, olor, gusto,
temperatura y otros comportamientos mas complejos como el comportamiento social, aprendizaje,
memoria, apareamiento masculino y periodos del suefio [139-141].

El ciclo de vida de C. elegans comprende un estadio embrionario, 4 estadios larvales (L1-L4) y el
estadio adulto. Una vez que sucede el proceso de puesta de huevos (estado de gastrulacidn,
aproximadamente 30 células), los nematodos eclosionan y posteriormente pasan por los 4 estadios larvales
y por ultimo entran al estadio adulto. Los embriones se convierten en gusanos semiadultos en: 5 dias a
15°C, 3,5 dias a 20°C y 2,5 dias a 25 °C. En estadio adulto C. elegans vive entre 3 y 4 semanas, luego
muestra signos de envejecimiento. El final de cada etapa larval se marca con un cambio de cuticula (muda
o molt), donde se sintetiza una nueva, especifica de la etapa. Durante ese proceso el bombeo faringeo
cesay el animal entra en un breve letargo [142] (Figura 1.12).

Al final del estadio L2, los animales pueden entrar a un estadio alternativo llamado “larva dauer’,
debido a las condiciones del ambiente no favorables. Los principales factores ambientales que estimulan
la formacién de la larva dauer son la presencia de feromonas (un indicar de alta densidad de poblacion),
ausencia de alimento y temperaturas altas (usualmente mayores a 25°C). Bajo esas condiciones, se
dispara la formacién de un estadio larval intermedio, denominado L2d, morfolégicamente diferente ala larva
L2. La larva L2d tiene el potencial de formar un estadio dauer o una larva L3, dependiendo de la
persistencia, o no, de los parametros ambientales desfavorables [143]. Si el ambiente no favorable continta
la larva L2d se transforma en larva dauer. Este estadio se caracteriza por no mostrar signos de
envejecimiento, y en el cual la alimentacion se detiene indefinidamente y la locomocion se reduce
notablemente. El estado dauer termina cuando el animal se encuentra nuevamente en condiciones
favorables, después de una hora de exposicién a su fuente de alimento, la larva dauer tarda de dos a tres
horas en comenzar a alimentarse nuevamente, y después de aproximadamente diez horas muda al estadio
de larva L4 (Figura 1.12).
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Figura 1. 12. Esquema del ciclo de vida del C. elegans: Se observa el ciclo de vida del nematado,
pasando del estadio embrionario, por los 4 estadios larvales (L1-L4) y llegando finalmente al estadio adulto,
donde puede vivir por 3 semanas. Ademas, se identifican las diferentes anatomias que se pueden observar
en el estadio adulto. Esquema modificado del worm atlas: https://wormatlas.org/.

En conclusion, C. elegans es un fantastico modelo para investigacién. Como ya fue mencionado,
sus multiples ventajas, tales como su pequefio tamafio, su gran numero de descendia, la poca cantidad de
equipamiento requerido para su crecimiento y mantenimiento (lupas, microscopio e incubadoras), la amplia
disponibilidad de mutantes existentes en el Caenorhabditis Genetics Center (CGC), entre otras, hacen del

nematodo un ideal modelo de estudio para las diferentes areas de la biologia.

Ecologia de Caenorhabitis elegans

La ecologia de C. elegans ha sido estudiada ampliamente; su habitat natural, su reproduccion, el
crecimiento poblacional, la migracién hacia nuevos territorios, su alimentacion, su relacién con otros
organismos, asi como también los depredadores que posee. Entender su habitat natural permite generar
nuevos conocimientos en el estudio de las diferentes areas en las cuales se utiliza al nematodo como
modelo.

La cepa wild-type de referencia comunmente utilizada en el laboratorio es la N2, y fue aislada de
Bristol, Inglaterra. La misma fue cultivada en condiciones de laboratorio por muchos afios antes de ser
congelada, por lo tanto, puede diferir de la cepa que se encuentra en la naturaleza, ya que fue modificada
por la domesticacion. E. coli es utilizada como fuente de comida, no por ser su alimento natural, sino porque
crece y se reproduce perfectamente bien alimentandose de esta bacteria. Por muchos afios, la Unica

informacién que se sabia sobre el habitat natural del C. elegans era que vivia en el compost y en humus
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ricos (el humus es la materia que queda de la descomposicion de los restos vegetales como hojas o flores)
[144]. Posteriormente, esta idea fue modificada cuando se comenzaron los estudios de nuevas poblaciones
aisladas de C. elegans, para el estudio de la biologia evolutiva y la ecologica. A su vez dichas
investigaciones generaron nuevas herramientas para la investigacién del sistema inmune, desarrollo,
estudio de su genoma y comportamiento.

C. elegans fue aislado de diferentes partes del mundo, pero como se menciond antes,
preferentemente en areas con un clima himedo [129, 130]. Esta especie es encontrada en compost y en
suelo rico [144], y se presenta mayoritariamente en su estado de no alimentacién o larva dauer [145, 146].
Mas recientemente se han encontrado ejemplares de C. elegans en material de plantas en descomposicion,
como frutas y tallos herbaceos [147] (Figura 1.13). Estos sustratos en estadios tardios de descomposicion
proveen abundantes bacterias que los nematodos utilizan para alimentarse.

La densidad de la poblacién de C. elegans sufre fluctuacion dependiendo del ambiente en el que se
encuentra. El ciclo de colonizacién del nematodo comienza con la aparicion de un ambiente éptimo y el
hallazgo de comida, esto es, cuando una larva dauer encuentra una fruta o un tallo en descomposicién y
reanuda su crecimiento, produciendo asi una colonia de 104 nematodos alimentados con diferentes estadios
del ciclo de vida [147].

Las areas con alimento son mayormente escasas, por esto las larvas dauers son las que predominan
en el suelo y se mantienen explorando ambientes vecinos para poder encontrar un nuevo sitio de
colonizacién. Durante el comportamiento exploratorio, la gran mayoria de los nematodos falla, por lo que
las larvas dauer despliegan una locomocion activa denominada nictacién, donde se paran sobre su cola y
agitan su cuerpo en el aire. También, pueden formar una columna y nictacién en grupo [147]. Este
comportamiento las ayuda para encontrar otros animales invertebrados (isépodos, caracoles y babosas)
hospedadores que puedan usar para dispersarse, y asi encontrar su alimento. Conjuntamente, esta
fisiologia y comportamiento del estadio de las larvas dauers juega un rol importante en C. elegans en la
resistencia al estrés, la dispersién a grandes distancias, y posiblemente en su capacidad de sobrevivir a las
épocas de frio. Se ha observado que las poblaciones naturales de C. elegans varian segun la época del
afio: se encuentra una alta poblacion en el otofio y disminuye en el invierno en su habitat natural [146, 148].

C. elegans comparte su microhabitat con artrépodos, invertebrados y otros microorganismos
(bacterias y hongos), y ademas también conviven con otros nematodos como Oscheius, Pristionchus,
Panagrellus y otras especies de Caenorhabditis, como Caenorhabditis briggsae [129, 147]. También se lo
encuentra compartiendo frutas en estado de descomposicion con otros modelos experimentales como D.
melanogastery S. cerevisiae [149-152].

Como se ha mencionado, la dieta de C. elegans se basa en bacterias y en pequefios organismos
eucariotas [147, 153], los cuales no han sido del todo caracterizados, pero como es de esperar estos
nematodos también son fuente de alimento de microorganismos y especies depredadoras, como &caros,

otros nematodos —como Pristionchus spp., y hongos nematéfagos (Figura 1.13) [147, 154-156]. Ademas,
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C. elegans interactian constantemente con una variedad de parasitos obligatorios y facultativos, como
hongos, microsporidios (hongos parasitos de animales), bacterias y virus [144, 147, 153, 157-159]. Estos
parasitos infectan al hospedador por dos de las zonas mas expuestas del nematodo, la cuticula y el

intestino.

Figura 1. 13. Habitat natural
del C. elegans: Se observa
los frutos caidos en estado de
descomposicién donde crece
el C. elegans (a), como asi
también en el compost (b) y en
el tallo de diferentes plantas y
hongos (c). d. Imagen de un
hongo nematéfago
atrampando a un nematodo.
Imégenes modificadas de
Félix MA, Duveau F, 2012.

El sistema nervioso de Caenorhabditis elegans

El sistema nervioso del hermafrodita adulto esta conformado por 302 neuronas, que representan
aproximadamente un tercio del total de las células somaticas (959) [160, 161]. Se lo divide en dos sistemas
independientes: un sistema nervioso somatico (formado por 282 neuronas), localizado en el anillo neuronal
de la cabeza, el ganglio de la cola, y a lo largo del corddn ventral (que constituye el principal tracto axénico
longitudinal), y un sistema nervioso faringeo (constituido por 20 neuronas). Ambos sistemas estan
comunicados por un solo par de interneuronas denominadas RIP (del inglés, Ring Pharynx Interneuron)
[133, 160, 162, 163], y se sabe que ambos difieren en su topologia. En el sistema nervioso somatico, las
neuronas generalmente estan distribuidas entre la hipodermis y el musculo que esta en la pared del cuerpo
del nematodo, estas secciones estan separadas por una lamina basal. Por el contrario, las neuronas de la
faringe se ubican directamente entre los musculos de la faringe, sin una lamina intermedia que las separe.

La mayoria de las neuronas de C. elegans se desarrollan durante la embriogénesis, con la excepcion
de 80 neuronas (principalmente motoneuronas) que se desarrollan post-embrionariamente. Los cuerpos
neuronales que forman parte de la cabeza y la cola se agrupan en un numero de ganglios, y en particular
los ganglios de la cabeza se distribuyen alrededor de la faringe (Figura 1.14). En C. elegans existen 56
células de sostén neuronal (incluyendo las células gliales), que estan asociadas solamente con el sistema
nervioso somatico. Las neuronas se comunican a través de aproximadamente 6.400 sinapsis quimicas, 900

uniones del tipo gap y 1.500 uniones neuromuscular (NMJs) (del inglés, Neuromuscular Junctions). Estas
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uniones son reproducibles en un 75% de la poblacién de los nematodos (Durbin, 1987). Para facilitar su
estudio, las 302 neuronas del hermafrodita adulto han sido agrupadas en 118 clases distintas, dependiendo
de su topologia y de sus patrones de conexiones sinapticas [160]. 39 clases pertenecen a neuronas
sensoriales, 27 clases son motoneuronas, y las restantes interneuronas y neuronas que cumplen dos

funciones, llamadas neuronas polimodales.

Anillo neuronal
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Figura 1. 14. Sistemas nervioso de C. elegans: a. Representacion esquematica del sistema nervioso de C.
elegans, mayoritariamente las células se encuentran localizadas en el ganglio de la cabeza cerca del anillo
neuronal, Imagen modifica de Fang-Yen C, et al 201. b. Foto de microscopia de fluorescencia de un ematodo
adulto que expresa un marcador pan neuronal Prgef-1-GFP(evis111); Bars, 50 mm. Se observa el condén
ventral dorsal y ventral (DNC y VNC, respectivamente) y neuronas ventrales (ALM, AVM, BDU y SDQ). Imagen
tomada del paper Chisholm, et al. 2016.

Las neuronas sensoriales constituyen un tercio dentro de las 118 clases diferentes que se
encuentran en el nematodo adulto. Las mismas son importantes en el comportamiento de exploracién,
quimiotaxis, termotaxis y aerotaxis, asi como también en la conducta de evasion y huida generada por el
escape a estimulos nocivos. Ademas, intervienen en la percepcion de sefiales ambientales como los
estimulos mecanicos (tacto), temperatura, muchos productos quimicos volatiles y solubles en agua,
sustancias nocivas, osmolaridad ambiental, niveles de oxigeno, pH y luz [164, 165]. Las neuronas
sensoriales mandan dendritas a la punta de la nariz, dado que es una regién muy enriquecida en receptores.
Los axones de estas neuronas se unen formando un gran haz axonal, el anillo axonal neuronal, donde
hacen sinapsis con las interneuronas.

Las interneuronas constituyen aproximadamente la mitad de las 118 clases existentes. Estas tienen
la funcion de procesar la informacién, recibir el inputs desde una o varias clases de neuronas, y generan
outputs en otras. Las neuronas que comandan el circuito motor se conectan a las neuronas motoras

localizadas en el cordon ventral.
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Por otro lado, las neuronas motoras se reconocen por la presencia de uniones neuromusculares.
Hay 113 neuronas motoras que controlan diferentes comportamientos en C. elegans, tales como el
fendmeno de arrastre para poder desplazarse, el nado, asi como la movilidad del sistema alimentario y
reproductivo. Cuando los nematodos se mueven sobre una superficie sélida, la locomocion de avance de
los mismos es ocasionalmente interrumpida con giros y movimientos de reversa, estos cambios en la
direccion del movimiento ocurren con una frecuencia predecible [166]. Las neuronas polimodales tienen
una doble funcionalidad, pueden actuar como funciones neuromotoras y sensoriales; interneuronas y
motoras o interneuronas y sensorial [160].

Por otro parte, los nematodos machos tienen un sistema nervioso mas numeroso, compuesto por
437 neuronas (79 neuronas adicionales y 36 células de soporte). Gran parte de las neuronas extras son
células especificas del macho que estan involucradas en el apareamiento, y por lo tanto se ubican en la
seccion posterior del cuerpo de los nematodos [167-169]. En el macho, las 4 neuronas cefalicas (CEM) (del
inglés, Cephalic Neuron in Male) estan localizadas en la cabeza como parte cefalica del mismo.

Los nematodos hermafroditas solo poseen dos clases de neuronas especificas, las HSN (del inglés,
Hermaphrodite specific motor neurons), un grupo de neuronas motoras, las cuales también son generadas
en los machos pero mueren durante los estadios tempranos del desarrollo, y las neuronas VC (del inglés,
Ventral Cord Motor Neuron), ubicadas en el cordon ventral especificas de hermafroditas.

Mediante micrografia electronica todas las neuronas de C. elegans fueron identificadas, y su linaje
descripto. Si bien el hermafrodita adulto fue el primero en el que se caracterizé completamente todo su
conectoma [160], en la actualidad también se conoce el conectoma del macho adulto. Asi, se identificaron
todas las sinapsis en estos animales tanto quimicas como eléctricas (uniones gap), y la morfologia de cada
una de las neuronas. Casi todas las neuronas de C. elegans tienen una morfologia simple monopolar o
bipolar, y mayoritariamente las ramificaciones tienen simples trayectorias idénticas en todos los nematodos.
Algunas neuronas motoras, incluidas VC4 y HSN, generan la formacién de varias ramificaciones simples a
medida que llegan a los musculos de destino.

Los somas de las neuronas de C elegans son pequefios, y su citoplasma contiene un nucleo
compacto, un reticulo endoplasmatico rugoso (RER), varias mitocondrias, pequefios grupos de vesiculas
sinapticas y uno o méas cuerpos de Golgi. La mayor parte del nucleo neuronal esta lleno de eucromatina (y
una modesta cantidad de heterocromatina), y uno o méas nucléolos redondos pequefios. Utilizando
microscopia de contraste de interferencia diferencial (DIC) se pudo observar que los nucleos neuronales

se pueden distinguir facilmente como pequefios dvalos punteados (Figura 1.15).
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Figura 1. 15. Observacion al microscopio de las neuronas del C. elegans: Foto de microscopia real de
Nomarski (DIC) de la cabeza de un nematodo adulto joven. Magnificacion 600X. Imagen tomada del worm atlas.

Ritmos circadianos en Caenorhabitis elegans

Los ritmos circadianos (24 horas) son oscilaciones enddgenas que suceden en todos los animales
por adaptacion a los ciclos diarios del ambiente, por lo que es de esperar que todos los organismos que
habitan el planeta posean un reloj bioldgico interno. Muchas de las proteinas y mecanismos moleculares
que gobiernan los procesos circadianos han sido fuertemente conservados en diferentes especies. En
cronobiologia, muchos organismos modelos han sido utilizado para su estudio, la mosca D. melanogaster
y el raton Mus musculus son algunos ejemplos. Otro modelo recientemente utilizado para el estudio de los
ritmos circadianos por sus multiples ventajas como modelo animal es el nematodo Caenorhabditis elegans.

Diferentes ritmos biolégicos han sido caracterizados en este nematodo. Se encontraron ritmos
robustos en diferentes variables fisiolégicas y de comportamiento, tales como en la actividad locomotora
[170, 171], en la resistencia a estrés hiperosmotico [172], en el estado de oxidacion de la enzima
peroxirredoxina (PRX) [173], en el comportamiento de actividad olfatoria [173], en la expresién de multiples
transcriptos [174], en el ritmos de defecacién y bombeo de la faringe [175-177], en los niveles de melatonina
[178], en la tolerancia a estrés osmatico y oxidativo [179], en la capacidad de defensa frente a Pseudomonas
[180].

En C. elegans existen diferentes outputs que permiten medir sus ritmos biol6gicos, y uno de los mas
utilizados es el registro de la actividad locomotora en medio liquido. Desde hace unos afios se ha descripto
una de las metodologias que permite el registro automatizado de los animales (individuales o de una
poblacién) [181]. Ademas, mediante esta metodologia se pueden llevar a cabo registros de actividad por
mas de 20 dias. De esta forma, se ha demostrado que los ritmos de nematodos adultos cumplen con las
tres propiedades basicas de los sistemas circadianos: pueden ser sincronizados por un agente externo,
como la luz y la temperatura; mantienen los ritmos bajo condiciones constantes (DD), con un periodo
cercano a 24 horas a 18°C; y su periodo enddgeno es independiente de la temperatura, es decir que
compensa sus variaciones (con un Q10=0,96-1.09 entre 15 y 25°C) [170, 171]. Por otro lado, se han
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realizado registros de la actividad locomotora de nematodos jévenes adultos en medio solido [182]. Los

mismos mostraron que C. elegans tiene un periodo endégeno de actividad locomotora de 24,2 horas.

Actualmente, estudios realizados en nuestro laboratorio permitieron el desarrollo de una nueva
metodologia —un sistema reportero basado en bioluminiscencia—, capaz de medir ritmos circadianos en
nematodos adultos en medio liquido. Este sistema esta basado en la expresion de la enzima luciferasa bajo
el control del promotor del gen sur-5, y asi este gen ser utilizando como un marcador de la salida del reloj
0 output. Este original sistema reportero permite el registro de nematodos individuales y también
poblacional, tanto bajo ciclos de luz/oscuridad y temperatura como en condiciones constantes, por periodos
de una semana. El uso de este sistema permitié medir ritmos robustos en nematodo adultos en medio
liguido, donde la expresion del promotor de sur-5 resulto ser ritmica y con un periodo cercano a 25 horas
bajo condiciones constantes [183]. Otros estudios también demostraron ritmos de luminiscencia del

promotor de surb durante el desarrollo en animales individuales [184].

Hasta el momento, todos los estudios realizados en C. elegans sugieren que los nematodos poseen
ritmos circadianos en su metabolismo y comportamiento, pero todavia se conoce muy poco sobre los genes
y neuronas que estan involucrados en la regulacion de los ritmos circadianos en estos animales.

C. elegans es un animal multicelular muy primitivo en el cual se han encontrado genes homoélogos
a otros genes reloj de organismos modelos. Por ejemplo, se hallaron genes homélogos que estan
involucrados en el reloj molecular de mamiferos (Mus musculus), plantas (Arabidopsis taliana),
cianobacterias (Synechococcus elongatus), hongos (Neurospora crassa) y moscas (Drosophila
melanogaster) [185, 186] (tabla 1y Figura1.16). Sin embargo, se sabe que todos estos genes cumplen
funciones diferentes en el nematodo. Por ejemplo, el gen lin-42 (homologo al gen per) interviene en el
desarrollo post-embrionario de los nematodos [187, 188]; y tim-1 (homdlogo al gen tim), participa en la
regulacién de la cohesion cromosomal [189]. Ademas, el gen aha-1, que codifica para la proteina AHA-,1
tiene similar identidad ha CYCLE (D. melanogaster CYCLE, dCYC) y BMAL1, y es requerido para la

adaptacion a condiciones de hipoxia [190, 191].
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Proteinas C. elegans Funciones en C. elegans Proteinas Reloj Identidad
LIN-42 Regula el tiempo del ciclo de dPERIOD 34%
cambio de muda durante el desarrollo mPERIOD 28%

post-embronario

TIM-1 Regulacion de la cohesion dTIMELESS 23%
cromosomal mTIMELESS 37%

AHA-1 Regulacién respuestas celular y dCYCLE 41%
sistémicas en la hipoxia durante el mBMAL1 41%

desarrollo o el progreso tumoral

KIN-20 Proteina caseina quinasa, dDOUBLE-TIME 76%
interviene en el desarrollo de las seam mCK1¢e/d 79%

cell
KIN-19 Proteina caseina quinasa, dDOUBLE-TIME 65%
interviene en la traduccion de sefiales mCK1e/d 73%

Wnt
Familia de ATF (factor dVRILLE 60%

ATF-2 transcripcional dependiente de AMP
ciclico)

GSK-3 Glucdgeno sintasa quinasa 3, dSHAGGY 73%

fosforila B-cateina para prevenir que
ingrese al nicleo
Tabla 1. Genes homdlogos a los genes reloj de D. melanogaster y mamiferos. Datos modificados del paper Hasegawa K, et al.
2005.

Adicionalmente, dos proteinas —KIN-19 y KIN-20- presentan una fuerte identidad en su secuencia
con DOUBLE-TIME (DBT) de D. melanogaster [192], y son homdlogas a la proteina caseina quinasa 1¢ de
mamiferos [52]. Ambas, participan en la cascada de sefializacion de Wnt (del inglés, Wingless). Esta
cascada en C. elegans cumple un rol en el desarrollo, donde interviene en la localizacion y la migracion
especificas de las células [193]. Por el contrario, no se ha encontrado una proteina homologa a la proteina
CRYPTOCHROME (CRY) [194], que es un componente crucial en el ciclo de retroalimentacion

transcripcional de ratones [195, 196], y en el sistema fotorreceptor especifico de D. melanogaster [197].
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Figura 1. 16. Proteinas homologas entre C. elegans, Mus musculus y Drosophila melanogaster:
Esquema de las proteinas mas conservadas y dos posibles modelos de funcionamiento del reloj de
C. elegans en funcion de lo que se conoce del TTFL para mamiferos (A) e insectos (B). Imagen
adaptada de Romanowski, et al. 2014.

Por otro lado, ademés de los genes de C. elegans homélogos a genes reloj de otros organismos,
también se han encontrado las neuronas que intervienen en los procesos de suefio o letargo y captacion
de laluz y temperatura. Bajo condiciones 6ptimas de crecimiento, los estadios de suefio de C. elegans son
momentos de quietud muy cortos que transcurren durante el desarrollo, y en menor medida durante el
estadio adulto. Contrariamente, si las condiciones de vida no son las mejores, los momentos de suefio se
ven incrementados en periodos méas largos, como sucede en la larva dauer [141]. Las neuronas que
intervienen en este proceso fisiolégico son RIS y RIA, y durante condiciones no fisioldgicas para la
sobrevida del nematodo (como por ejemplo después de un estrés celular fuerte) la neurona ALA puede
inducir al suefio independientemente de RIS [198, 199]. Estudios recientes han demostraron que la via de
entrada termosensorial a través de la neurona AFD actla como un controlador bidireccional del suefio, y a
bajas temperaturas promueve el movimiento o el despertar de los nematodos, mientras que a temperaturas
calidas promueven el suefio [200].

Por otra parte, las neuronas sensoriales AFD, AWC y ASI se encuentran involucradas en la
respuesta termosensorial de los nematodos. La AFD es la principal neurona que modula la termortaxis,
mientras que AWC y ASI tienen un papel menor en dicho proceso; la neurona ASJ interviene también en el

proceso de fototaxis, a través de un receptor fotosensible llamado LITE-1 (Figura 1.17).
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Figura 1. 17. Localizacion de las neuronas sensoriales y del suefio: Esquema de la localizacion de las
neuronas termosensoriales, AFD y AWC; neuronas fotosensoriales ASJ; y las neuronas que intervienen en el
suefio o letargo del nematodo, RIS, ALA y RIA. Imagen modificada del worm atlas.

En C. elegans, tanto la luz como la temperatura pueden actuar como agentes sincronizadores de
los ritmos circadianos [183]. Se cree que estos zeifgebers podrian ser sensados por las neuronas
sensoriales, las cuales tienen receptores especificos tanto de temperatura (TAX2, TAX4) como de luz
(LITE-1 y GUR-3)[183]. Mutaciones en esos receptores producen modificaciones en el porcentaje de
nematodos adultos entrenados [183], lo que sugiere que ambas vias son necesarias para entrenar el reloj
molecular del C. elegans.

Sin embargo, estos resultados solo han dado un indicio de la relacion que existe entre las neuronas
sensoriales, los genes homologos y los ritmos circadianos en C. elegans. Todavia queda por elucidar cuéles
son los genes centrales que gobiernan los ritmos circadianos en estos nematodos, y en qué neuronas se

encuentra el mecanismo del reloj molecular.
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.Materiales y Métodos
Generales.
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Condiciones de cultivo

Los nematodos fueron crecidos y mantenidos en placas de Petri de 90 mm (Greiner Cellstar, Estados
Unidos) de didmetro con medio NGM (por sus siglas en inglés: Nematode Growth Medium) agar sembradas
con E. coli [131], pero con la cepa HB101. Los nematodos se mantuvieron bajo un ciclo dual de
luz:oscuridad  (LO, ~150 umol/m2.s/0 pmol/m2.s) y temperatura caliente:fria (CF, 18.5/20°C, A=1,5 +
0,25°C) de 12h:12h. La luz y la temperatura son los principales Zeitgeber (o sincronizadores) descriptos
para los ritmos circadianos, donde Zeitgeber time 0 0 ZT0 (9 am) indica el encendido de las luces y el inicio
de la temperatura baja. Asimismo, Circadian time (CT) hace referencia al horario durante las condiciones
constantes o de free running (en este caso, oscuridad constante y temperatura caliente, OO/CC). Las
condiciones féticas y térmicas fueron controladas con una incubadora [-291PF (INGELAB, Argentina) y la
temperatura fue monitoreada utilizando Termocrones iButton DS1921H-F5 (Maxin Integrated, Estadios
Unidos). Tubos fluorescentes 4xPhilips Daylight TL-D 18W/54-765 1SL fueron utilizados como fuente de
iluminacion (CT=6200K y CRI= 72 Ra8).

Para los ensayos de luminiscencia, poblaciones de nematodos fueron sincronizadas al mismo estadio
larval L4. Para ello, animales adultos fueron pasados a 3 placas de NGM agar con bacterias y colocadas
bajo el ciclo de LO/FC antes descripto. Cuando las placas se encontraban con abundantes nematodos
hermafroditas adultos con huevos (aproximadamente a los 4 dias) se sincronizaron mediante el método de
cloro (Lewis y Fleming 1995) con el fin de romper la cuticula del nematodo y obtener los huevos.
Posteriormente, los embriones se resuspendieron en 3,5 ml de buffer M9 (Na;HPO4 42 mM, KHoPO422mM,
NaCl 85,5 mM, MgSOs 1 mM), suplementado con Antibidtico-antimicético 1X (Thermo Fisher Scientific) y
10 ug/ml de tobramicina (Tobrabiotic, Denver Farma), y se dejaron en agitacion over night (ON) a 50 rpm
en un agitador de tipo vaivén (Serie 2014, Decalab, Argentina) bajo las mismas condiciones de LO/FC (400
lux; 18.5/20°C, A=1,5 + 0,25°C). Al dia siguiente, las larvas que eclosionaron de los huevos se transfirieron
a nuevas placas de Petri de 90 mm con NGM agar y sembradas con E. coli HB101 (4000 L1s por placa), y
se dejaron crecer hasta el estadio larval L4 por 48 hs bajo las mismas condiciones de crecimiento. Al dia
siguiente, los nematodos L4 que expresaban GFP fueron seleccionados manualmente mediante picado
bajo una lupa de microscopia (SMZ100, Nikon, Estados Unidos) equipada con un sistema de epi-
fluorescencia basado en tecnologia LED (Multi-TK-LED, Tolket, Argentina), que no permite el calentamiento
de la placa. Todos los experimentos que se llevaron a cabo se realizaron en un laboratorio con temperatura
constante a 18°C y con luz blanca de intensidad baja en la lupa de microscopia, con el fin de no alterar la
fase correspondiente del ciclo de la incubadora (luz ON, 18.5°C). Cada placa fue expuesta solo 15 min a

la luz azul para prevenir efectos a largo plazo sobre el entrenamiento o la viabilidad.
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Ensayo de luminiscencia en el nematodo adulto

Los ensayos de luminiscencia se realizaron en placas de Petri de 90 mm (Greiner Cellstar, Estados
Unidos), a 20°C y en condiciones constantes, o en placas multiwell (96 wells) bajo condiciones ciclicas y
luego constantes. En todos los casos, el medio de luminiscencia utilizado como dptimo consistié de medio
de cultivo celular Leibovitz's L-15 sin indicador de pH rojo fenol (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos)
suplementado con Antibiético-antimicotico 1X (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos), 40 uM de 5-
fluoro-2'-deoxiuridina (FUdR, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) para evitar el desarrollo de nuevos
embriones, 5 mg/ml de colesterol (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), 10 ug/ml de tobramicina (Tobrabiotic,
Denver Farma, Argentina), 1 mM de D-luciferina (Gold Biotechnology, Estados Unidos) y 0,05 % de Triton
X-100 (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), para aumentar la permeabilidad de la cuticula al sustrato D-

luciferina.
Ensayo de luminiscencia en placa de Petri bajo condiciones constantes

Para este ensayo, se tomaron 8 poblaciones de 100 nematodos en el estadio L4 crecidos como se
describi6é previamente (cada poblacién fue considerada como una réplica bioldgica independiente, n=8) y
fueron seleccionados manualmente mediante la técnica de picado bajo lupa de fluorescencia y pasados a
200 ul de buffer M9. Los nematodos fueron lavados dos veces con buffer M9 para remover todas las trazas
de bacterias que pudieron haber quedado en el medio y se transfirieron a placas de Petri de 35 mm (Greiner
Cellstar, Estados Unidos) que poseen una adaptacion de una porcién de placa de 96 wells, generando asi
una mini placa de 9 wells, con 200 ul de medio de luminiscencia, colocado en el centro de la placa de 9
wells. Ademas, los wells restantes fueron llenados con 200 ul de agua destilada, y toda la placa fue sellada
con film éptico (Microseal B PCR Plate Sealing Film, Biorad, Estados Unidos) para evitar la evaporacion y
contaminacion del medio de cultivo. Se realizaron dos orificios por well con una aguja 25G estéril, para
favorecer el acceso de oxigeno y evitar la condensacion. Posteriormente, a ZT12 (21 h) las placas fueron
colocadas en el equipo de luminiscencia AB-2550 Kronos Dio (ATTO, Japén) y dejadas por 7 dias bajo
condiciones constantes (OO/CC; oscuridad:20°C). La luminiscencia fue monitoreada en oscuridad
constante a 20°C (minima temperatura que permite el equipo) durante 7 dias. La sefial emitida por la

poblacién de nematodos fue integrada por 1 minuto y registrada con un intervalo de 10 minutos (figura 2.1)

Para los ensayos con nematodos individuales, se colocd un nematodo en el estadio L4 por well, crecidos
como se describi6 previamente (cada poblacién fue considerada como una réplica biologica independiente,
n=8). Para ello, los nematodos fueron seleccionados manualmente mediante la técnica de picado bajo lupa
de fluorescencia y pasados a 200 ul de buffer M9. Los mismos fueron lavados dos veces con buffer M9 y
transferidos a placas de Petri de 35 mm (Greiner Cellstar, Estados Unidos) que poseen una adaptacién de
una placa de 96 wells, previamente descripta, con 200 ul de medio de luminiscencia colocado en el centro

de la placa. Los wells restantes fueron llenados con 200 ul de agua destilada y toda la placa fue sellada
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con film 6ptico (Microseal B PCR Plate Sealing Film, Biorad, Estados Unidos) para evitar la evaporacion y
contaminacion del medio de cultivo. Luego, se realizaron dos orificios pequefios por well con una aguja 25G
estéril, para favorecer el acceso de oxigeno y evitar la condensacién. Posteriormente, a ZT12 (21h) las
placas fueron colocadas en el equipo de luminiscencia AB-2550 Kronos Dio (ATTO, Japén) y fueron dejadas
por 7 dias bajo condiciones constantes (OO/CC; oscuridad:20°C). La luminiscencia fue monitoreada en
oscuridad constante a 20°C durante 7 dias. La sefial emitida por la poblacién de nematodos fue integrada

por 4 minutos y registrada con un intervalo de 30 minutos.
Ensayo de luminiscencia en placa multiwells bajo condiciones ciclicas

Para este ensayo, poblaciones de 100 nematodos cada una en estadio L4 (cada poblacién fue
considerada como réplica bioldgica) fueron seleccionadas manualmente y pasadas a 200 ul de buffer M9
mediante la técnica de picado bajo lupa de fluorescencia como se describié previamente. Las poblaciones
de nematodos se lavaron dos veces con buffer M9 para remover las trazas de bacterias y se resuspendieron
en 200 ul de medio de luminiscencia. Luego, se transfirieron a una placa de 96 wells blanca, de fondo plano
(Greiner, Estados Unidos). Se sellé  la misma con film 6ptico (Microseal B PCR Plate Sealing Film, Biorad,
Estados Unidos) y se realizaron dos perforaciones con aguja de 25G estéril, para evitar la condensacion y
generar el intercambio de oxigeno. Posteriormente, a ZT12 (21h) del mismo dia, se coloco la placa en un
lumindémetro Berthold Centro LB 60 microplate luminometer (Berthold Technologies, Alemania) dentro de
una incubadora de pozo modelo G291PF (INGELAB, Argentina), con tubos LED a 400 lux, para controlar
las condiciones de luz y temperatura. El software Microwin 2000 software 4.43 (Mikrotek 2 Laborsysteme,
Alemania) fue utilizado para adquirir los datos. EI mismo fue programado para permitir el ingreso y la salida
de la placa del lumindmetro cada 15 minutos, de manera que los nematodos pudieran estar expuestos al
ciclo de entrenamiento. La luminiscencia fue monitoreada durante 3 dias bajo un ciclo dual de 24 h LO/FC
12h:12h (~150 pmol/m2.s;15,5°C : 0 pmol/mZ.s;17°C), donde el ZTO0 es el encendido de la luz y el comienzo
de la fase fria) y luego 4 dias en condiciones de free-running (OO/CC, 17°C). Este ciclo fue elegido porque
bajo estas condiciones los nematodos viven por mas dias que a 18,5°C/20°C, lo cual ~ permite una sefial
de luminiscencia sostenida por mas tiempo que a altas temperaturas. La sefial emitida por los nematodos

fue integrada por 10 segundos y registrada con un intervalo de 30 min (Figura 2.1)
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Figura 2. 1. Esquema del protocolo utilizado para el ensayo de luminiscencia. Nematodos en primer dia de
adulto se sincronizaron por el método de cloro (Lewis y Fleming 1995) y los huevos obtenidos se recolectaron y
dejaron en agitacion a 50 rpm durante toda la noche a un ciclo dual de luz y temperatura (LO:FC, 12h:12h, luz
on:18,5°C::luz off: 20°C). Al dia siguiente las larvas L1 que eclosionaron de los huevos fueron pasadas a placas
de Petri con medio NGM agar y bacterias E. ColiHB101. A los dos dias, los nematodos en estadio L4 transgénicos
fueron seleccionados por el método de picado. Para los ensayos de luminiscencia, los nematodos se colocaron
en placas multi well y se registré la luminiscencia por 3 dias en condiciones de LO/FC, y luego 4 dias en
condiciones constantes. Para los ensayos en condiciones contantes, los nematodos se introdujeron en las placas
de Petri de 35 mm y se midio la luminiscencia por 7 dias en condiciones constantes.

Analisis de Datos

Los datos de luminiscencia fueron obtenidos como datos crudos de cada lumindmetro, se extrajo el
ruido de fondo (restando el background) y en el caso de los experimentos bajo ciclo dual por varios dias,
se normalizaron los niveles de cada registro al valor maximo inicial de luminiscencia, para poder
compararlos entre ellos. Todos los datos crudos fueron analizados mediante un software desarrollado por
el Dr. Carlos Caldart y la Dra. Eugenia Goya del laboratorio, que consiste en una serie de codigos de
MATLAB basados en métodos clasicos pero modificados para su aplicacién en el analisis de series cortas

de datos, obtenidos a partir de los nematodos.

En el caso de los datos crudos provenientes de experimentos realizados en el lumindmetro AB-2550
Kronos Dio, el ruido de fondo fue removido con la opcion waiting time background. En todos los casos, se
descartaron las primeras 12/24 horas de registro por el efecto antes observado de acumulacién de enzima
y la tendencia (frend) de los datos crudos fue removida (detrend) mediante la division de cada punto sobre
una ventana movil promedio de 24 horas (método de moving average) y suavizados cada 12 horas
(smooth). Luego, los datos fueron normalizados al valor méximo inicial de cada muestra y graficados con
el software OriginLab 9.0 (Estados Unidos). Todos los datos fueron presentados con el promedio £ SEMy

expresados como unidades normalizadas de luminiscencia sin la tendencia (detrended, UNDL). En cada
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caso, la media corresponde a una poblacion de nematodos o un registro individual, dependiendo de cada

ensayo.

Si bien el software disefiado permite calcular el periodo circadiano por cuatro métodos distintos:
periodogramas de autocorrelacion, FFT-NLLS (Fast Fourier Non-Linear Least Square algorithm), MESA
[201] y LS (Lomb-Scargle) [202], evaluando dentro de un rango de 18 a 37 h. Finalmente, se eligi6 informar
los resultados mediante el algoritmo LS, porque este periodograma permite un ajuste mas exacto a la forma
de los datos y porque es el mejor método reportado para la determinacién del periodo en registros
circadianos cortos de pocos dias [203]. Con el periodo obtenido se estimé la acrofase (momento de mayor
actividad) de cada sefial, la amplitud con el método de Cosinor y se realiz6 un ajuste mediante una regresion
de minimos cuadrados (least-square regression fit) para calcular el RZ del ajuste. Toda sefial resultante de
andlisis poblacionales con un periodo cercano a 24 h y un R2 de ajuste = 0,5 fue considerada como
“Sincronizada” bajo condiciones de entrenamiento ciclicas. Para el caso de free-running, cualquier sefial
resultante del andlisis con un periodo cercano a 24 h y un R2 de ajuste = 0,5 fue considerada como
“Ritmica”. Se consider6 “Entrenada” a aquellas poblaciones de nematodos cuya acrofase en condiciones
de free-running tenian una diferencia de menos a 4,5 h con respecto a la acrofase durante las condiciones

de entrenamiento.

En cuanto al resto de la nomenclatura utilizada, “Porcentaje de sincronizados” indica el nimero de
poblaciones con un periodo y una fase ajustada a las condiciones del Zeitgeber (24 h), sobre el total de
poblaciones testeadas; “Porcentaje de ritmicos bajo” free-running indica el nimero de poblaciones ritmicas
bajo condiciones constantes, sobre el total de poblaciones sincronizadas. Finalmente, el “Porcentaje de
entrenados” indica el nimero de poblaciones que retienen su acrofase circadiana cuando son liberadas en
condiciones constantes, sobre el total de poblaciones ritmicas. Un test de ANOVA de 2 vias fue realizado
para comparar las proporciones de poblaciones sincronizadas, ritmicas y entrenadas en todos los

experimentos.

El andlisis de acrofase fue realizado mediante estadistica circular (fest de Rayleigh), donde las horas
son graficadas en horario ZT en un circulo que va desde ZT0 a ZT24 (ZT0- 9 am encendido de las luces,
ZT12- 21 pm apagado de las luces) y se analizé estadisticamente la distribucién de los méximos de
actividad de las distintas poblaciones, indicadas como puntos fuera del grafico. Para comparar
estadisticamente las medias de distribucion de acrofase bajo LO/FC y OO/CC se realiz6 un test de ANOVA

de 1 via comparando con la cepa wild-type.

Para los analisis estadisticos, se utilizé el software GraphPad Prism 7, utilizando t-fest, test ANOVA de
1 via, ANOVA de 2 vias y comparaciones multiples. En cada gréfico se indica el estudio estadistico utilizado.

En todos los casos un valor de P<0,05 fue considerado como el minimo para ser estadisticamente diferente.
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Los valores de significancia se denotaron como sigue: ***P<0,001; **P<0,01; *P<0,05. Para todos los datos

se realiz6 un estudio de normalidad.
Cruces de cepas

Generacion y mantenimiento de machos

La generacion espontanea de machos ocurre naturalmente a una tasa muy baja (0,05a 0,1 %) (Brenner,
S. 1973). Sin embargo, la misma puede aumentarse exponiendo las larvas L4 a altas temperaturas, ya que
un aumento en la temperatura se ve asociado a un aumento en la probabilidad de errores en la disyuncién
del cromosoma X, lo que conlleva a la generacion de gametos aneuploides. La union de uno de estos

gametos a otro portador de X dara lugar a un organismo macho X0.

Se tomaron 3 placas de con aproximadamente 12 hermafroditas en estadio L4 y se los expuso a 37°C
durante 1h para la generacioén de machos. Luego del choque térmico, se colocaron las placas nuevamente
en la incubadora con el ciclo habitual de luz y temperatura (LO/FC, 18.5/20 °C, 12 h: 12h). Pasados los 3
dias se analizo su progenie en busca de machos (se espera un aumento de la tasa de generacién de
machos, pudiendo alcanzar hasta 10% de la progenie). Posteriormente, los machos se mantuvieron por

cruces consecutivos con hermafroditas de su misma cepa.
Cruzamiento para la limpieza de cepas mutantes

Todas las cepas mutantes contienen mutaciones no deseadas, producto del proceso mutagénico
aleatorio o bien por proceso mutagénico dirigido por CRISPR. Por lo tanto, es necesario “limpiar” (remover
las mutaciones no deseadas) las cepas mutantes, ya que un fenotipo resultante de un animal no curado o
limpio puede ser engafioso. Este proceso es llamado “outcross”, y se menciona en cada cepa generada la

cantidad de outcross que se realizaron como por ejemplo #30C (3 outcross).

Para el proceso de limpieza se generaron 3 0 mas cruces consecutivos con la cepa salvaje N2 Bristol
(Figura 2.2). Primero, se tomaron los hermafroditas mutantes en estadio L4 y se cruzamos en machos N2
en una proporcion 1:3 (P0) en placas “honey moon” (son placas de Petri NGM con una gota de comida,
bacteria E. coli HB101), los machos fueron picados y pasados previamente a una placa de transferencia
sin comida para asegurarse de estar picando solo machos y no llevarse ninguna hermafrodita. Pasados los
3 dias, de la progenie (F1) se tomaron los machos (ya que necesariamente provienen del cruce del

hermafrodita mutante con el macho wild-type) y se los cruzé con otra hermafrodita wild-type.

Luego, se tomaron 10 hermafroditas en estadio L4 (F2) y se pasaron a placas individuales de NGM con
comida, luego se esper6 a que alcancen la adultez y pongan huevos. Seguidamente, se analizaron las

placas por PCR a punto final (50 % son heterocigotas). Para ello, se levantaron los nematodos (F3) desde
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la placa con 100ul de medio de lisis (buffer de lisis (0.05 M KCI, 0.01 M Tris ph=8.2, 2.5 mM MgCl,, 0.45 %
Twenn20, 0.01 % Gelatina) y proteinasa K, en una proporcion 100 ul de buffer de lisis + 0,1 ul de proteinasa
K 20 ng/ul) o bien se picaron (forma de levantar los nematodos con el pick) 15 nematodos y se colocaron
en 25 ul de medio de lisis. Se realiz6 la lisis en termociclador con el siguiente esquema de ciclado: 96°C
durante 2 h, 60°C durante 20 min. Posteriormente, se genotipo cada una de las lisis tomando 2 ul de cada
muestra en PCR a punto final con los primers especificos para genotipar la mutacion deseada y a la cepa
wild-type. De las placas que dieron heterocigota para la mutacidn, se tomaron 20 nematodos L4
heterocigotas (F3) y se pasaron a placas individuales con NGM y bacteria. Se chequearon las placas por
PCR en punto final y finalmente, se seleccioné aquellos que provienen de organismos homocigotas para la
mutacion (aproximadamente un 25 % de homocigotas mutantes). El proceso se repitié una vez mas
partiendo del homocigota mutante generado en el primer outcross, completando asi 4 cruces mediante 2

rondas.

N2 Mutante

PO O"x Q"

= _mut_
mut

mut
F1 T ox = g‘ N2

lSe pican 10

nematodos (F2)

Chequeo de placas
F2 rn+_ut q‘ heterocigotas por

PCR

nematodos (F3)

lSe pican 20

mut Chequeo de placas
F3 mut homocigotas  por
PCR

Figura 2. 2. Esquema del proceso de un outcross. Un outcross implica dos cruces de la cepa mutante
(mut/mut) con la cepa wild type (N2 o +/+). En primer lugar, se cruzan los hermafroditas mutantes con los machos
N2, de la progenie (F1) se toman los machos (mut/+) y se los cruza con la hermafrodita N2. Se seleccionan
nematodos hermafroditas heterocigotas de la F2, los cuales se autofecundan y de su progenie (F3) se
seleccionan los nematodos hermafroditas homocigotas mutantes por PCR.

Cruzamiento entre cepas mutantes

Para la obtencién de cepas con dos mutaciones se realizaron los cruces generando los machos de una
de las cepas y cruzandola con las hermafroditas de la segunda cepa mutante. Daremos como ejemplo el

cruce de la cepa kin-20(0k505) con la cepa VQ1310 [qv/s8 (psur5::luc::gfp)]. Primero, se realizaron machos

49



de la cepa VQ1310, como se menciona en la seccidn “generacion y mantenimiento de machos”. Se tomaron
machos en estadio L4 de la cepa VQ1310, y se pasaron a una placa NGM sin comida, para asegurarse que
solo se tomen machos y ninguna hermafrodita. Luego, 12 machos fueron pasados a placa “honey moon’
con 6 hermafroditas de la cepa kin-20(0k505) (P0). Pasados los 3 dias, se tomaron 10 hermafroditas (F1)
heterocigotas con fenotipo wild-type y GFP positivos, y se pasaron a placas individuales de NGM con
bacteria. Se esperd  que alcancen la adultez y pongan huevos, se tomaron de una sola placa F1 unos
40 nematodos hermafroditas en estadio L4 (F2), y se pasaron a placas NGM individuales con bacteria. Al
cabo de 3 dias, se chequearon las placas (F2) con la descendencia (F3) y se seleccionaron las placas que
poseian el 100% de nematodos GFP positivas para el promotor sur-5y el 100% de nematodos con fenotipo
dumpy, mutacién kin-20(0k505). Posteriormente se chequeo la mutacién kin-20(0k505) por PCR. Se
levantaron los nematodos (F3) desde la placa (F2) con 100ul de medio de lisis (buffer de lisis (0.05 M KCl,
0.01 M Tris ph=8.2, 2.5 mM MgCla, 0.45 % Twenn20, 0.01 % Gelatina) y proteinasa K, en una proporcion
100 ul de buffer de lisis + 0,1 ul de proteinasa K 20 ng/ul) o bien se picaron 15 nematodos (F3) y se colocaron
en 25 ul de medio de lisis. Se realiz6 la lisis en termociclador con el siguiente esquema de ciclado: 96°C
durante 2 h, 60°C durante 20 min. Posteriormente, se genotipo cada una de las lisis tomando 2 ul de cada
muestra en PCR a punto final con los primers especificos para genotipar la mutacién kin-20(0k505) y a la
cepa wild-type. Finalmente, se seleccion6 aquellos que provienen de organismos homocigotas mutantes
(aproximadamente un 12 % de homocigotas mutantes). De esta manera se gener6 la cepa VQ1355 (kin-
20(0k505)X, #50C; qvis8) (Figura 2.3) (Ver tabla de primers).

Cuando la presencia del alelo mutante se asocia a la manifestacién de un fenotipo evidente, el
seguimiento de cada uno de los cruces se realizd mediante la observacién de ese fenotipo, como por
ejemplo la expresion de GFP, RFP o YFP en una regién especifica del nematodo. El seguimiento se realizd

bajo lupa de fluorescencia.
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Figura 2. 3. Cruce de nematodos mutantes. Esquema representativo de un cruce entre dos cepas mutantes.
Se genera el cruce entre los nematodos machos de la cepa VQ1310 con los nematodos hermafroditas de la cepa
kin-20(0k505) en una relacion 3:1 (P0). Luego, la descendencia F1 generada por el cruce sera heterocigota para
ambas mutaciones. Se toman 10 nematodos hermafroditas de la F1 y se pasan a placas individuales. Las
hermafroditas F1 dejaran como descendencia los nematodos F2, donde un 12% de la descendencia sera
homocigota para ambas mutaciones (marcado con un rectangulo rojo). Se pican 40 nematodos hermafroditas de
la F2 y se pasan a placas individuales. A los 3 dias, la descendencia (F3) es chequeada, la placa que contenga
100% de los nematodos GFP positivos y 100% dumpy positivos sera la placa homocigota para ambas

mutaciones. Posteriormente, se realiza el chequeo por PCR para confirmar la cepa homocigota.
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.Capitulo 1.

Rol de la proteina LIN-42 en los ritmos

circadianos de C. elegans
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Introduccion

En afios recientes se ha propuesto al nematodo C. elegans como modelo experimental para el
estudio de los ritmos bioldgicos. Casi todas las proteinas que intervienen en el mecanismo molecular del
reloj circadiano de mamiferos y de D. melanogaster tienen sus proteinas homoélogas en el nematodo, con
la notable excepcidn de la proteina CRY (CRYPTOCHROME). PERIOD (PER) es una de las principales
proteinas que interviene en los ritmos circadianos de mamiferos y moscas; su homélogo en C. elegans es
la proteina LIN-42. PER posee dos dominios importantes para su funcionamiento: el dominio PAS
(Period/Ant/Sim) de interaccion proteica, y los dominios SYQ/LT (Ser-Tyr-GIn y Leu-Thr), necesarios para
la interaccidn con otras proteinas reloj, incluyendo CLOCK, CRY y Caseina quinasa 1¢ en moscas y
mamiferos [204-206]. En humanos y D. melanogaster, el dominio PAS de la proteina PER es requerido
para mantener los patrones de expresidn en la oscilacién de los genes circadianos [207-209]. PER tiene
aproximadamente 260 aminoacidos de longitud y contiene dos regiones repetidas de 50 aminoacidos,
conocidas como PAS A'y PAS B [210, 211]. La regién con més similitud entre LIN-42 y PER es la region
PAS B. Esta ultima region contiene el dominio de localizacion citoplasmatico CLD (del inglés, Cytoplasmic

Locatization Domain) [212].

Por su parte, la proteina LIN-42 posee 7 isoformas diferentes (isoformas A-F). Las mas estudiadas
por su mayor relevancia en el nematodo son las isoformas A, By C. LIN-42B y LIN-42C son transcriptos
por el mismo promotor, y un splicing alternativo en el exén 5 determina la formacion de cada isoforma [213].
En el caso de LIN-42C, el splicing en el exén 5 es empalmado con el exdn 6, generando la unién hasta el
exon 9, que esta localizado aproximadamente 3 KB aguas abajo [213]. LIN-42A es transcripto por un
segundo promotor y superpuesto por el exon 6 a través del exdn 9 de LIN-42B. Asi, las secuencias de LIN-
42C y LIN-42A son compensadas por la secuencia de LIN-42B (Figura 3.1). Cada una de las isoformas
posee un dominio diferente: LIN-42A contiene el dominio SYQ/LT, LIN-42C contiene el dominio PAS, y LIN-

42B posee ambos dominios [213].
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Figura 3. 1. Isoformas de LIN-42. Se observan los esquemas de las secuencias de las isoformas de lin-42a, b
y ¢. lin42b posee la secuencia mas larga, conteniendo al dominio PAS y SYQ/LT. lin42a posee el dominio SYQ/LT.
lin42¢ codifica el dominio PAS. Los nematodos mutantes /in42(n1089) tiene una delecién en el dominio PAS,
mientras que los mutantes lin-42(0k2385) tiene una delecion en el dominio SYQ/LT. Los nematodos lin-42(ox461)
poseen una full delecién de lin-42, y carecen tanto del dominio PAS como del SYQILT.

Los primeros estudios sobre la proteina LIN-42 de C. elegans consideraban que LIN-42C contenia
la region mas importante para su funcion, ya que el dominio PAS tiene mayor homologia con la proteina
PER. Sin embargo, la importancia de los dominios SYQ y LT presentes en LIN-42A fue posteriormente
reconsiderada. Se ha encontrado que la expresién de LIN-42A puede rescatar mutaciones que afectan a
LIN-42C o LIN-42A. Por el contrario, la expresion de LIN-42C solo puede rescatar una mutacién que afecte
a esta misma isoforma [213]. Asi, para mantener el funcionamiento de LIN-42, las diferentes isoformas

pueden también regularse unas a otras para generar la expresién y el funcionamiento adecuado de LIN-42.

La proteina LIN-42 ha sido ampliamente estudiada en C. elegans y se ha demostrado que participa
en el desarrollo de las células hipodermales —llamadas seam cells-, en la migracion de las células
somaticas de la gonada, en el desarrollo de las células precursoras de la vulva, y en el desarrollo de
mioblastos [213]. Ademas, interviene en la formacion de una estructura denominada alae, que se forma a
partir de la fusion de las seam cells en el Ultimo estadio del desarrollo del nematodo [214, 215]. Por otro
lado, LIN-42 cumple una funcién importante en la coordinacion temporal de los cambios de muda [216], asi
como en los estadios de suefio —llamados letargos— que ocurren entre los periodos de cambio de muda
[216, 217]. Ademas, se ha encontrado que LIN-42 regula globalmente la biogénesis de los miARN
(microsARN), actuando como un represor transcripcional de la produccién de los miARN primarios en C.
elegans, como por ejemplo let-7'y lin-4 [218-220]; asimismo, es importante para la regulacion del proceso

del estadio dauer, actuando como un regulador negativo de ese estadio [221].

A pesar de que no se han encontrado patrones de expresion circadiana a nivel del ARN mensajero
en LIN-42 [174], al menos bajo ciclos clasicos de luz-oscuridad o temperatura y en extracciones de ARN

total, hay evidencias a favor del posible rol de LIN-42 en el reloj central de C. elegans. En un trabajo
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publicado por nuestro grupo se mostré que nematodos mutantes para este gen muestran un periodo mas

largo de actividad locomotora en comparacién con la cepa wild-type [171].

Por otro lado, en nuestro laboratorio se ha desarrollado un sistema reportero basado en
bioluminiscencia, el cual permitié demostrar la existencia de ritmos circadianos robustos de expresién
génica tanto en poblaciones como en ensayos de un solo nematodo, bajo condiciones ambientales
constantes [183]. Este sistema, junto con el registro de la actividad locomotora también desarrollado por
nuestro grupo de laboratorio [181], nos permiten avanzar en la compresién de las bases moleculares del
reloj biologico de los nematodos. A partir de todo lo expuesto, en este capitulo se utilizara el sistema
reportero luminiscente para comprender mejor la funcién de la proteina LIN-42 en los ritmos circadianos de

C. elegans en el estadio adulto.

Antecedentes del sistema reportero bioluminiscente en C. elegans

La bioluminiscencia es un proceso natural que sucede en ciertos organismos y que se basa en la
emision de luz visible por una serie de reacciones de catélisis enzimatica que son llevadas a cabo por
proteinas denominadas luciferasas. Existen diversos tipos de luciferasas en la naturaleza, las cuales son
estructuralmente muy heterogéneas y se encuentran en una amplia variedad de organismos tales como
bacterias, luciérnagas, hongos, dinoflagelados, peces, y en una extensa diversidad de animales marinos,
como el plancton (Wilson y Hastings 1998). En procariotas, las mas estudiadas provienen de las bacterias
marinas Vibrio harveyi y Photorhabdus luminescens, ambas codificadas por los genes lux. Por otro lado,
entre los eucariotas, las luciferasas mas estudiadas y ampliamente utilizadas son las que provienen de la

luciérnaga Photinus pyralis, codificada por el gen luc [222].

Sibien en la naturaleza se pueden encontrar alrededor de 30 sistemas independientes de formacion
de luz, todos ellos tienen algo en comun: todas las luciferasas son capaces de emitir luz en presencia de
oxigeno y de al menos un sustrato, denominado luciferina, y todas catalizan reacciones en las cuales se
forma un intermediario peroxy-luciferina que, al romperse, genera la energia necesaria para la excitacion
[223].

El sistema de Photinus pyralis es el mas utilizado hoy en dia para investigacion, y esta compuesto
por una luciferasa monomérica de 62 kDa codificada por el gen luc, la cual cataliza la emision de luz verde
(Anax=560nm) desde su sustrato natural, una luciferina de estructura quimica tipo benzotiazolil-tiazol, en
presencia de oxigeno y ATP como sustratos y de Mg*2 como cofactor. En resumen, la reaccion de luciferasa
utiliza como sustratos luciferina, ATP y oxigeno para producir oxiluciferina, AMP, fosfato (PPi), didxido de

carbono (CO,) y luz (Figura 3.2).
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Figura 3. 2. Reaccion de la Luciferasa. Reaccion catalizada por la enzima de la luciérnaga codificada por el
gen luc para la generacion de bioluminiscencia.

Una ventaja que poseen las luciferasas como reporteros para medir la actividad transcripcional en
el tiempo circadiano es que poseen una vida media relativamente corta, de solo unas pocas horas o incluso
minutos [224]. Ademas, han sido ampliamente utilizadas en vectores de expresién y en construcciones
fusionadas con otros productos génicos tales como la proteina verde fluorescente GFP (del inglés, Green
Fluorescent Protein), siendo empleadas en un gran nimero de investigaciones para la busqueda de
promotores que estén regulados bajo el reloj circadiano, o para dirigir la expresidn génica de manera ciclica
en numerosos organismos [225]. Si bien las luciferasas tienen una vida media muy corta, se han generado
variantes de las mismas para lograr reducirla ain mas. Por ejemplo, es posible fusionar su marco de lectura
con ciertos dominios proteicos capaces de desestabilizarla y marcarla para su degradacion. EI mas utilizado
es el dominio PEST, una region de 41 aminoacidos rica en prolina, glutamina, serina y treonina, que se
localiza en la superficie de la proteina por su caracter hidrofilico y genera que ésta sea rapidamente

degradada en el citoplasma celular [226].

La bioluminiscencia presenta ciertas ventajas en comparacion con la fluorescencia, tales como la
vida media corta que presenta la enzima luciferasa, la disponibilidad comercial de los constructos de
luciferasa, el no requerir la iluminacion exdgena y tener un ruido de fondo muy bajo. Todo eso ha permitido
su utilizacion en el estudio de los ritmos circadianos en distintos organismos como cianobacterias
(Synechococcus) [227], plantas (Arabidopsis) [228], insectos (Drosophila) [229], hongos (Neurosopora)
[230], peces (Zebrafish) [231, 232] y roedores (Mus musculus) [233-235].

Recientemente, un modelo animal en el que se ha aplicado la bioluminiscencia como sistema
reportero para diversos estudios es el nematodo C. elegans. Los primeros trabajos que utilizaron una linea
de C. elegans bioluminiscente probaron mediante ensayos de corto tiempo los efectos de exposicién a
temperatura elevada, a metales pesados y al 3-5 DCPC [236]; posteriormente los mismos autores
describieron la generacion de nematodos bioluminiscentes mediante la generacion de un vector que
expresa luciferasa fusionada a GFP, bajo el promotor del gen sur-5. En este trabajo, se mostré que los
niveles de fluorescencia y luminiscencia del reportero in vivo correlacionan directamente con la cantidad de
ATP enddgeno de los nematodos, y no con posibles cambios de actividad transcripcional del gen sur-5
[237].

56



Por otro lado, un estudio realizado en 2015 analiz6 la expresion in vivo del gen sur-5 durante los estadios
del desarrollo de C. elegans, desde huevo hasta joven adulto, utilizando el vector psur5::luc::gfp [184]. En
este trabajo se realizaron estudios poblacionales (20 nematodos en estadio L1, en placas de 96 wells) y
se midio la expresién del promotor sur-5 durante todo el tiempo de desarrollo, en un medio liquido con 10
g/l de peso seco de E. coli OP50 y D-luciferasa 100uM. Bajo estas condiciones, la luz emitida por los
animales mostraba un patron cuadrado, con una caida brusca de la luminiscencia cada vez que los
nematodos atravesaban un cambio de cuticula o molting, momento en el que se genera el cese de la ingesta
y el bombeo faringeo. Los autores proponian que la D-luciferasa ingresaba solo a través de las bacterias
que los nematodos utilizaban para alimentarse, mostrando una sefial constante y alta, excepto durante los
moltings, cuando la sefial caia a cero. Adicionalmente, también se mostr6 en ese trabajo que el ATP no
estaba involucrado en la determinacién final de la reaccién, de manera que no era el sustrato limitante en

las condiciones utilizadas [184].

En un articulo publicado en 1998 se demostrd que sur-5 regula negativamente al gen ras let-60, el cual
actua en la via de sefalizacion involucrada en el control de la diferenciacion de la vulva en el nematodo;
mutaciones en el gen sur-5 no generan ningun fenotipo visible [238]. Ademas, se report6 que sur-5 actia
de manera sinérgica con lin-45, controlando la muerte larval, el movimiento y la puesta de huevos [238].
Por otro lado, la proteina SUR-5 tiene cierto grado de homologia con la enzima Acetil-Coenzima A sintetasa
humana (BlastP, 88% de cobertura, 40% de identidad, E = 2x10-'2), asi como también sitios predictivos de
unién a ATP/GTP y AMP [238]. Con la utilizacion de una fusion traduccional SUR-5::GFP, con una
secuencia artificial de direccionamiento a nucleo (NLS), se observd que la proteina se expresa en la mayoria
de las células somaticas de C. elegans, hipodermis, células musculares, neuronas, células de la faringe y
en algunas regiones de la génada, intestino y células excretoras. Ademas, la expresion de GFP se puede

visualizar en todos los estadios del desarrollo del nematodo, desde el embridn hasta el estadio adulto [238].

Mas recientemente, se ha utilizado el reportero de bioluminiscencia para el estudio de los ritmos
circadianos en C. elegans. Un trabajo realizado en nuestro laboratorio utiliz la expresion de luciferasa para
medir in vivo los ritmos circadianos del promotor sur-5 en el estadio adulto de C. elegans [183]. El promotor
de este gen es ampliamente utilizado dentro de la comunidad de C. elegans, debido a que dirige la
expresion de cualquier transgén de forma ubicua y fuerte a lo largo de todos los estadios larvales de C.
elegans (L1-L4) y durante el estadio adulto. En cuanto a la regulacién circadiana de este gen, se comprobd
que sur-5 puede ser sincronizado por un ciclo de luz/oscuridad y temperatura; a su vez, se demostré que
la expresion del gen sur-5 se mantiene bajo condiciones ambientales constantes con un periodo endégeno
de 25+ 0.4h a 17°C (Figura 3.3 A) [183]. Por otro lado, se realizaron experimentos para comprobar que el
periodo circadiano de sur-5 mantiene una compensacion frente a cambios en la temperatura. Para ello, se
crecieron poblaciones de nematodos a 17°C, 20°C y 21°C, y se midié el periodo endégeno para cada una

de las temperaturas estudiadas, arrojando un coeficiente Q1o = 1.1 (Figura 3.3 D) [183].
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Ademas, se logré sincronizar a los nematodos bajo distintas temperaturas (T=22 °C y T=26 °C) y
bajo un ciclo esqueleto, en el cual los animales se mantenian en oscuridad constante y se sincronizaban
por pulsos de luz de dos horas [183]. En el mismo trabajo se obtuvieron resultados que mostraron que
tanto la luz como la temperatura son Zeitgebers necesarios para entrenar los ritmos robustos de

luminiscencia observados para sur-5 (Figura 3.4) [183].
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Figura 3. 4. Sincronizacion de poblaciones de nematodos bajo un ciclo de LO/FC invertido. a. Porcentaje
de poblaciones sincronizadas (con fase y periodo determinado por el Zeitgeber) y Ritmicos (mantienen la acrofase
cuando se liberan en condiciones constantes) bajo LO/FC (n=101) y LO/CF (n=165), ***p<0,001, **p<0,01, test
exacto de Fisher de dos colas). b. Porcentaje de poblaciones sincronizadas y entrenadas bajo LO/FC (n=101) y
FC (n=72), ***p<0,001, test exacto de Fisher de dos colas. Datos tomados de tesis doctoral Goya, 2016.
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En resumen, gracias al sistema reportero psur-5::luc:.gfp se demostré que animales individuales —o
poblaciones de nematodos— expresan ritmos de aproximadamente 24 h que pueden ser entrenados por
ciclos de luz/oscuridad y temperatura. El sistema reportero basado en luminiscencia para estudiar ritmos

de expresidn génica in vivo en C. elegans permitié el comienzo de la tesis doctoral aqui presentada.

Manipulacién genética en C. elegans: principios basicos de microinyeccion

La facilidad que ofrece el nematodo C. elegans para su manipulacidn genética es una de las ventajas
por las cuales es muy utilizado como modelo animal en investigacion. Usando técnicas de ingenieria
genética se puede identificar la localizacién de una mutacién que genera un fenotipo determinado, y
posteriormente usar esa informacion para identificar el producto del gen afectado. Ademas, se pueden
generar cepas que poseen multiples mutaciones por cruces entre mutantes y de esta forma estudiar la

interaccién genética.

Una de las técnicas més utilizadas para la generacion de nematodos transgénicos es la
microinyeccion. La misma es relativamente sencilla de llevar a cabo: una mezcla de ADN que contiene un
gen de interés y un gen que codifica para un marcador celular auténomo es microinyectada dentro de la
gbnada de un nematodo joven adulto hermafrodita [239]. En general, la mezcla de ADN inyectada genera
la formacion espontanea de un minicromosoma compuesto de muchas copias de esas moléculas de ADN
[239] (Figura 3.5). La microinyeccion se realiza en la gonada distal del nematodo [240, 241], la cual contiene
un ndcleo central de citoplasma que es compartido por muchos nucleos de células germinales. De esta
forma, el ADN inyectado puede ser heredado a la progenie. Ademas, la inyeccion directamente en el ntcleo
del ovocito puede inducir a la integracion cromosomal del arreglo de ADN, pero esta técnica es
relativamente muy dificil de realizar [242]. Por otro lado, los ADN inyectados experimentan una
recombinacion homologa entre si bastante efectiva, por lo que no es necesario vincularlos fisicamente antes
de lainyeccion [240]. Por esta razén, la microinyeccion es mas efectiva silos ADN utilizados tienen regiones
que comparten homologia de secuencia en sus backbones, aunque también puede ocurrir una
recombinacion no homoéloga [241]. Ademas, el ADN se puede inyectar de forma circular o lineal, y esto no

afecta los resultados ni la eficiencia de la técnica (Figura 3.5).
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Figura 3. 5. Representacion esquematica de la microinyeccion en C. elegans. a. Plasmidos que contienen el
gen de interés (circulos verdes, que representan la copia del gen wild-type) y el gen marcador (circulos violetas)
se mezclan en un tubo y se inyectan en una pequefia cantidad en la génada distal del nematodo joven adulto. b.
En la generacién de la F1, se produce la formacion de minicromosomas, denominados arreglos
extracromosomales. Cada arreglo puede contener multiples copias de cada tipo del ADN inyectado. Las copias
enddgenas del gen en los cromosomas, representados en verde, portan una mutacion de perdida de funcion (linea
roja), la cual es rescatada por las copias del gen wild- type introducido en el arreglo extracromosomal. Imagen
modificada de Yochem y Herman.

En general, los animales transgénicos producidos por microinyeccidn llevan un largo arreglo
extracromosomal que contiene multiples copias de los vectores co-inyectados. Los arreglos
extracromosomales son heredables a las progenies, pero solo una fraccion de la primera generacion (F1)
contiene el transgen y puede transmitir el arreglo a través de muchas generaciones subsecuentes,
generalmente sin modificar la expresion o la heredabilidad. Sin embargo, los arreglos heredables contienen
diversos grados de inestabilidad y herencia incompleta; para remediar este problema existe la posibilidad

de integrar los arreglos al cromosoma del nematodo.

Como se mencion6 anteriormente, para la generacion de animales transgénicos se microinyecta
una mezcla de ADN que contiene el gen de interés y un gen que codifica para un marcador de seleccion.
Los marcadores de co-inyeccion inducen un fenotipo dominante y pueden ser transformados en cualquier
cepa de nematodos, siempre que no interfiera el fenotipo del huésped con el fenotipo del marcador. Existen

otros marcadores de seleccidn que pueden rescatar mutaciones letales o no letales, pero requieren el uso
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de cepas mutantes especificas. Para muchos experimentos de rescate de un fenotipo no es requerida una
inyeccién con un marcador de seleccion, pero es usualmente utilizado como un control efectivo de la
transformacién. Existen diferentes tipos de marcadores comerciales de transformacion. Entre los mas
utilizados se encuentra el plasmido pRF4, que genera una mutacion en el colageno (rol-6(su1006)), la cual
induce un fenotipo llamado roller, donde los animales tienen un movimiento circular facilmente observable
bajo lupa [240, 243]. Este marcador presenta algunas desventajas: es dificil de distinguir en cepas que
tienen un fenotipo dumpy (dpy), en el cual los nematodos se observan méas gordos y cortos, 0 en cepas con
un fenotipo uncoordinated (unc), en donde los nematodos son mas cortos y tienen una movilidad reducida
y diferente a la forma sinusoidal tipica. Ademas, el fenotipo roller afecta a los nematodos machos,

volviéndolos menos eficientes en el apareo.

Otros marcadores muy utilizados son aquellos que expresan proteinas fluorescentes bajo
promotores tejido-especificos [238, 244, 245]. Por ejemplo, el plasmido psur-5::GFP expresa la proteina
GFP bajo el promotor sur-5, que, como fue mencionado, representa un promotor ubicuo que se expresa en
casi todo el nematodo [238]; el plasmido pmyo-2::mcherry (expresién de mCherry en la faringe); el plasmido
pcc::RFP (expresion de RFP en coelomocytes, 3 pares de células especificas adyacentes a la musculatura
somatica); y el plasmido punc-119::GFP (marcador pan-neuronal, de todo el sistema nervioso). Todos estos
plasmidos pueden ser inyectados en la cepa N2 (wild-type). Por otro lado, existe un segundo grupo de
marcadores de co-inyeccidén que son utilizados para rescatar el fenotipo de un gen mutado en la cepa
inyectada, de manera que el plasmido con el gen marcador y la construccién de interés se co-inyectan en
la cepa que porta esa mutacion. Un ejemplo de ese sistema es la cepa pha-1, basada en la mutacién pha-
1(€2123) sensible a temperatura. Esa mutacion es letal en embriones y causa un crecimiento normal a
15°C pero 100% de letalidad a 25°C. En este caso, los animales transgénicos se seleccionan co-inyectando
con el gen de interés el plasmido pBX, que lleva la copia wild-type del gen pha-1, y la bisqueda de
transgénicos se realiza cambiando los nematodos de la F1 0 F2 de 15°C a 25°C [245]. Otro ejemplo es el

gen marcador unc-119, que confiere el rescate al mutantes unc-119(ed3) [246, 247].

Si bien esta técnica tiene la ventaja de ser relativamente facil, rapida y eficiente para la expresion
de genes en tejidos somaticos, donde se pueden generar entre 3 y 6 lineas transgénicas independientes
en 7-10 dias con pocas gonadas inyectadas, presenta algunas desventajas. Por un lado, los patrones de
expresién podrian no parecerse a la expresion endégena del gen, especialmente para los genes
expresados en la linea germinal y, por otro, los transgénicos con arreglos repetitivos pueden ser silenciados
en las células germinales [248]. Ademas, a veces se observa la expresion transgénica suprimida en los
tejidos somaticos [241]. Asi, un rescate de un mutante nulo no puede asegurar la expresion adecuada del
gen rescatado. Es dificil predecir y controlar los niveles de expresion de diferentes arreglos
extracromosomales, por eso la expresion de un transgén puede variar en una misma cepa, ya que €l mismo

no es transmitido por igual a la progenie dando como resultados animales mosaicos [241]. A veces, los
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arreglos pueden generar un efecto de ARN de interferencia (ARNi), suprimiendo asi la funcion de un gen

enddgeno [249].

Los arreglos extracromosomales pueden ser integrados al cromosoma de los nematodos para
ayudar a reducir la inestabilidad y variabilidad genética. Un método muy utilizado es la irradiacién gamma
o por UV para inducir la ruptura del ADN cromosomal, y posteriormente la ligacién del arreglo al cromosoma
durante la reparacién del ADN (WormBook, http://www.wormbook.org). También, la coinyeccién del ADN
transgénico con un oligonucleétido de ADN de simple cadena estimula la integracién al azar y la supresion
de la formacién del arreglo [240]. La principal ventaja de este enfoque es que una linea integrada puede
derivarse directamente de los animales inyectados, pero la eficiencia de la transformacion se reduce en
aproximadamente 10 veces [240]. Otro método actualmente empleado para la integracion del arreglo
extracromosomal en el genoma de C. elegans es mediante CRISPR/Cas9. Asi, el arreglo y el genoma se
cortan en una secuencia especifica, resultando en la integracion sitio-especifico [250]. Otra metodologia
recientemente desarrollada es la integracion luego de la microinyeccidn. Mediante este método se genera
la ruptura en la doble cadena del ADN gendmico después de la inyeccion del arreglo (6 h) por una activacion
luminica a través de un mini generador de oxigeno expresado en la linea germinal (miniSOG), evitando de
esta forma establecer primero la linea transgénica para luego generar la integracion del arreglo [251]. Si
bien en todos los casos se logra la integracion del arreglo extracromosomal al genoma, CRISPR/Cas9 tiene
algunas ventajas en comparacion con UV y miniSOG. Estas dos Ultimas generan mutaciones secundarias
que deben ser eliminadas, y ademas el sitio de integracion no puede ser seleccionado, sino que lo que

ocurre es una integracion al azar.

Adicionalmente, una técnica muy utilizada en C. elegans son los cruces entre dos cepas mutantes
para poder generar de esta forma un doble mutante. Para la generacién de los cruces se debe tener en
cuenta la posicion del gen mutante en el genoma y el cromosoma en el que se encuentra. En ambos sexos
del nematodo, hermafroditas y machos, el genoma se encuentra repartido en cinco pares de autosomas (I,
I, 111, IV'y V) y uno o dos cromosomas X. Todos los cromosomas son holocéntricos (sin centrémero) por lo

que durante la divisién celular los microtibulos del huso mitético se unen en toda su longitud [252].

Como en otros invertebrados, el sexo se determina por el cociente entre cromosomas X y
autosomas. Ambos sexos son diploides para los cinco autosomas, pero mientras los hermafroditas poseen
un par de cromosomas X (XX), los machos solo tienen uno (X0), es decir, no hay cromosoma Y. Esto hace
que la mayoria de la descendencia producida por auto-fertilizacion sea hermafrodita, mientras que la
descendencia de una fertilizacién cruzada da lugar a machos y hermafroditas en una proporcién similar
entre ambos, ya que la mitad de los espermatozoides producidos por el macho no tienen cromosoma X
[253]. Ademas, la generacion de machos se puede obtener produciendo un estrés al hermafrodita mutante,

como por ejemplo un shock de alta temperatura (37 °C) por un corto de tiempo. Una vez obtenidos los
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machos de la cepa mutante, se cruzan con otras hermafroditas mutantes para otro gen deseado. De esta
forma, se obtendran generaciones con ambas mutaciones, y generaciones con cada una de las mutaciones.
En cada uno de los hermafroditas mutantes se chequea la mutacién por PCR o visualmente cuando tienen

un fenotipo de facil identificacion.

Estructura del transgen en C. elegans

El genoma de C. elegans es relativamente compacto (C. elegans sequencing Consortium 1998), y
posee enhancers localizados a pocas kilobases (Kb) del codon de inicio del gen [254]. Dicha proximidad
entre los elementos que regulan la transcripcion hace que sea relativamente simple generar un promotor
corto que pueda expresar el transgen. Si bien los enhancers se encuentran muy cercanos al codén de inicio
del gen, existen algunos que se pueden localizar a 10 kb rio arriba del sitio de comienzo de la transcripcion
[255]. Ademas, algunos intrones pueden contener sitios de enhancers [256]. Por otro lado, el 70% de los
genes de C. elegans sufren trans-splicing, un proceso donde el 5" del ARNm es reemplazado en una

reaccion de splicing por una secuencia de 22 nucleétidos (nt) que pueden ser del tipo SL1 o0 SL2 [257].

Por Gltimo, muchos de los genes (15% de todos los genes del nematodo) se encuentran organizados
en operones y son cotranscriptos por un mismo promotor, similar a los operones bacterianos [257, 258].
Estos operones se transcriben como pre-ARNm policistrénico que son procesados a monocistrones
mientras se transcriben, por clivaje y poliadenilacidn del extremo 3°de cistron, a través de un mecanismo
de frans splicing. Estos operones pueden contener entre 2 y 8 secuencias codificantes, que estan
separadas por una region ICR (del inglés, Intercistronic Regién) de alrededor de 100-200 pb, la cual posee
sitios internos de unién a ribosomas y una zona rica en el nucledtido U que se utiliza para reclutar
ribonucleoproteinas pequefias nucleares de SL2 que procesan el extremo 5°del cistrén rio abajo [257]. Con
la utilizacion de ICRs se han generado vectores bi o tri-Cistronicos que permiten la expresion de varias

proteinas en tdndem bajo un mismo promotor [259].

El splicing de los intrones es caracteristico de la transcripcion y la exportacion nuclear del ARNm en
las células eucariotas [260]. En C. elegans el cis-splicing alternativo de los intrones modifica la expresion
génica a muchos niveles, como la transcripcion, la poliadenilacidn o, la exportacion del ARN mensajero, asi
como la eficiencia de traduccion y la vida media [261]. Si bien la expresion de genes sin intrones es posible,
la inclusién de intrones sintéticos mejora la expresion [256]. En estos animales, los intrones tienen algunas
caracteristicas particulares: son relativamente cortos (aproximadamente 60 nt) y tienen un alto nimero de
sitios de splicing [258]. Por este motivo, los fluorédforos utilizados como marcadores usualmente incluyen
tres intrones cortos sintéticos en la regién codificante del gen (ORF) llamados Al (del inglés, Artificial
Introns), y algunos de los ejemplos mas relevantes incluyen el gen lacZ [244], gfp [242] y mcherry [262).
Actualmente, muchos vectores que contienen genes reporteros con intrones se utilizan en el kit para

expresion en C. elegans de Andrew Fire (Fire Lab, C. elegans Vector Kit, Addgene) (Figura 3.6).
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Figura 3. 6. Esquema de la estructura del transgen en C. elegans. Estructura del transgen marcando los
elementos regulatorios mas comunes. El promotor contiene la region regulatoria en 1 kb aguas arriba de la
secuencia de inicio (TSS, transcriptional start site), la misma es frecuentemente removida en el ARNm maduro
por una reaccion de trans-splicing. Intrones sintéticos cortos son rutinariamente incluidos para estimular la
expresion del gen. La expresion bicistronica puede lograrse uniendo genes con una secuencia intergénica de
operdn. Los genes en el operén se dividen en dos ARN durante la transcripcién. Los genes separados por
secuencias (marca roja) se dividen en dos proteinas durante la traduccién y se expresan en una relacion
estequiométrica con péptidos cortos agregado a ambas proteinas. Los ARN pequefios (ARNpi y ARNmicro)
pueden reprimir la transcripcion y la traduccién mediante una complementariedad de bases con la secuencia
primaria. La optimizacién de codones se usa con frecuencia para mejorar la expresion transgénica y eliminar la
pequefia homologia de ARN. Imagen modificada de Nance, J y Frakjeer-Jensen, C.

Proteinas

Conceptos basicos de Cronobiologia

Algunos de los conceptos basicos de la cronobiologia serdn nuevamente descriptos para realizar
una revision de los mismos. Como se menciond en la introduccién general, para que un proceso bioldgico
pueda ser identificado como un ritmo circadiano debe cumplir tres parametros especificos: 1) poseer una
oscilacion con un periodo endégeno cercano a 24 h en condiciones constantes o de free running (t) ; 2)
poder ser sincronizado por un agente ambiental (Zeitgeber) y 3) mostrar compensacion por temperatura,
es decir, que su periodo en free running se mantenga relativamente constante frente a cambios de

temperatura que se encuentren dentro del rango fisioldgico del organismo (Q10=1) [263].

Ademas, las oscilaciones biologicas pueden ser representadas como una onda sinusoidal definida
por tres parametros: periodo, amplitud y acrofase (punto maximo de la oscilacién). También, otra
nomenclatura definida para los ritmos bioldgicos es el tiempo ZT (Zeitgeber Time), donde ZT=0 es el
momento de inicio del estimulo ambiental —como el encendido de las luces, o la disminucién de la
temperatura—, y ZT=12 es el momento en el cual se termina el estimulo ambiental —como el apagado de

las luces, o el aumento de la temperatura—. En condiciones constantes o de free running se define el tiempo
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circadiano o CT (Circadian Time), donde CT=0 es el comienzo del dia subjetivo, y CT=12 es el comienzo
de la noche subjetiva, ya que en esas condiciones el dia y la noche no estan marcados por el estimulo
ambiental (Figura 1. 4).

Por otro lado, en esta tesis se utilizarén los términos: 1) porcentaje de nematodos sincronizados,
definido como la cantidad de nematodos que siguen al periodo del Zeitgeber sobre el total de la poblacion
analizada; 2) porcentaje de nematodos ritmicos, definido como la cantidad de nematodos que poseen un
ritmo en condiciones constantes de luz y temperatura sobre el total de nematodos sincronizados y 3)
porcentaje de nematodos entrenados, definido como la poblacién de nematodos que mantiene la fase en
condiciones constantes de luz y temperatura sobre el total de nematodos ritmicos. Por otra parte, los
nematodos que poseen un ritmo bajo condiciones constantes, pero con una fase distinta a la fase en
condiciones ciclicas se consideran enmascarados, es decir que el estimulé ambiental modificé directamente

el comportamiento circadiano (como la actividad locomotora) pasando por alto al reloj central.

Como se mencion6 antes, PER es una de las principales proteinas que interviene en los ritmos
circadianos de mamiferos y moscas, y en C. elegans el homélogo a PER es la proteina LIN-42. En este
capitulo, se utilizara el sistema reportero basado en luminiscencia antes descripto para encontrar una
relacion entre la proteina LIN-42 y los ritmos circadianos de poblaciones de nematodos adultos

sincronizadas a un ciclo dual de luz y temperatura.
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Objetivos del presente capitulo:

-Estudiar los ritmos de luminiscencia del gen sur-5 en nematodos mutantes para la proteina LIN-42,
lin-42(0x461), lin-42(n1089), lin-42(0k2385), bajo condiciones ciclicas (LO/FC) y constantes
(O0ICC).

-Analizar los ritmos de luminiscencias en nematodos rescatados para la mutacién lin-42(ox461), bajo

condiciones ciclicas (LO/FC) y constantes (OO/CC).

-Analizar los ritmos de luminiscencias en cepas que sobre-expresan lin-42b, lin-42a vy lin-42c, bajo

condiciones ciclicas (LO/FC) y constantes (OO/CC).

-Estudiar los ritmos transcripcionales el gen lin-42, bajo condiciones ciclicas (LO/FC) y constantes
(O0/CC).
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Materiales y Métodos

Cepas de nematodos

Los nematodos transgénicos utilizados en este trabajo fueron generados por la técnica de
microinyeccion estandar [240, 241], mediante una colaboracion con el laboratorio de la Dra. Claire Bénard,
del Département des sciences biologiques, Université du Québec a Montréal, Canada. La cepa N2 Bristol
(wild-type), y los mutantes /in-42(n1089) (cepa MT2257) y lin-42(0k2385) (cepa RB1543) fueron obtenidos
del Caenorhabditis Genetics Center (CGC, Universidad de Minnesota, Estados Unidos,
https://cgc.umn.edu). EI mutante lin-42(ox461) (cepa RB1890) full delecion fue cedido por el laboratorio de
Ann Rougvie [264].

La integracion del arreglo extracromosomal psurb::luc::gfp al genoma de C. elegans se realizé a
partir de la cepa N2 (que porta este mismo arreglo extracromosomal) (linea VQ1296: N2, qvEx294
(psurb::luc::gfp)) por radiacién UV. Ademas, en esta seccidn del trabajo se utilizaron diferentes lineas
transgénicas que contienen el reportero psurb::luc::gfp pero en marcos mutantes de lin-42. Las cepas
Q1312 [lin-42(0x461) #50C (outcross)], VQ1311 [lin-42(n1089) #30C], y VQ1327 [lin-42(0k2385) #30C],
fueron cruzadas con la cepa VQ1310 [qvis8 (psur5::luc::gfp)], se obtuvieron las cepas: VQ1354 [lin42
(0x461) #50C, quis8], VQ1326 [lin-42(n1089) #30C, qvis8], VQ1353 [lin-42(0k2385) #30C, qvis8]. Las
mutaciones fueron seguidas por PCR a punto final. Para genotipar la cepa VQ1354 se utilizaron los pares
de primers Fw_ox461_ext/ Rv_ox461_ext (ambos primers hibridan por fuera de la mutacion), dando un
amplicén de 356pb en la cepa mutante y sin amplicén en la cepa wild-type. Ademas, se utilizaron los pares
de primers Fw_ox461_ext/ Rv_ox461_int (el Fw hibrida por fuera de la mutacién (ext: externo) y el Rv
hibrida en la region donde se realizé la delecion (int: interno)), dando de 626 pb en la cepa wild-type y sin

amplicon en la cepa mutante.

Fw_ox461_ext: 5-CGGTTACGCATTGAAAGACA-3’
Rv_ox461_ext: 5'-CAATTCATCCCGGTTTCTGT-3"
Rv_ox461_int: 5'-AACGTGGCCTATCCAATCTC-3"

Para genotipar la cepa VQ1353 se utilizaron los pares de primers Fw_ok2385_ext/ Rv_ok2385_ext,
dando un amplicén de 544pb en la cepa mutante y sin amplicn en la cepa wild-type. Ademas, se utilizaron
los pares de primers Fw_ 0k2385_ext/ Rv_ 0k2385_int, dando de 626 pb en la cepa wild-type y sin amplicon
en la cepa mutante.

Fw_ok2385_ext: 5'-CGGTTACGCATTGAAAGACA-3’

Rv_ok2385_ext: 5-AGTCCCTTTTGCCTGGATCT-3"

Rv_ 0k2385_int: 5-~AACGTGGCCTATCCAATCTC-3’
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Para genotipar la cepa VQ1311 se utilizaron los pares de primers Fw_n1089_ext/ Rv_n1089_ext,
dando un amplicon de 338 pb en la cepa mutante y sin amplicon en la cepa wild-type. Ademas, se utilizaron
los pares de primers Fw_n1089_ext/ Rv_n1089_int, dando de 384 pb en la cepa wild-type y sin amplicdn

en la cepa mutante.

Fw_n1089_ext: 5'-AGACTGCTGCAGGGCAGTGT-3"
Rv_n1089_ext: 5'-GCACCTTCACATTACCCCACG-3’
Rv_n1089_int: 5-GTTGCGAGCAGCCACTCTCTC-3

El mutante lin-42(0x461) fue rescatado con el arreglo extracromosomal plin-42b/c:.isoforma
b::gfp::unc-4. Para ello, el arreglo fue insertado en nematodos de la cepa N2 (Bristol, wild-type) por
microinyeccion, VQ1384 [qvEx400 (plin-42 b/c::lin-42b::gfp:unc-54, pBB107)] y luego se realizaron
cruzamientos entre VQ1384 y la cepa mutante de /in-42 que posee la delecién completa y el reportero
psurd::luc::gfp integrado, generando la cepa VQ1484 (lin-42(0x461) 1l #50C; qvls8; qvEx400 (plin-
42b/c:.isoforma b:.gfp::unc-54; pBB107). El arreglo plin-42b/c::isoforma b::gfp::unc-4 fue cedido por el

laboratorio de Ann Rougvie [264].

Para la sobre-expresion de lin-42c y lin-42a se utilizaron los arreglos plin-42 b/c::lin-42 c::gfp::uncb4,
plin-42 a::lin-42 a::gfp::uncb4, cedido por el laboratorio de Ann Rougvie [264]. Los constructos que expresan
las isoformas b, ¢ y a bajo el promotor de lin-42 correspondiente, fueron inyectados en la cepa N2 (cepa
Bristol) generando las cepas: VQ1384 [qvEx400 (plin-42 b/c::lin-42b::gfp:unc-54, pBB107)], VQ1366
[QvEX385 (plin-42 b/c::lin-42c::gfp::uncd4, pBB107)] y VQ1368 [qvEX387 (plin-42 a::lin-42a::gfp::uncb4,
pBB107)]. Posteriormente, cada una de las cepas generadas fueron cruzadas con la cepa control (VQ1310
[qvis8 (psur-5::luc::gfp; punc-122::RFP)], dando lugar a la generacion de las cepas: DG3 [qvEX400 (plin-
42b/c::lin-42b::gfp:unc-54, pBB107); qvis8 (psur-5:luc::gfp; punc-122::RFP)], DG6 [qvEx387 (plin-42
a:lin42a:.gfp::uncb4, pBB107); qvis8 (psur-5:luc::gfp; punc-122::RFP)] y DG8 [qvEx385 (plin-42
b/c::lind2c::gfp::unch4, pBB107); quis8 (psur-5::luc::gfp; punc-122::RFP)].

Por otro lado, se registro el ritmo del promotor de /in-42 utilizando el plasmido plin-42::luc::gfp:.pest

inyectado en la cepa N2 Bristol, generando la cepa VQ1324 (qvEx361 (plin-42::luc::gfp::pest, pCFJ90)).
Constructos moleculares

Los constructos moleculares utilizadas en este trabajo fueron generados mediante técnicas de
ingenieria genética, y cada uno de los pasos fue controlado mediante electroforesis preparativa en geles
de agarosa (estos resultados no fueron incluidos en la presente tesis por motivos de extension). Ademas,
los amplicones obtenidos por PCR a punto final, asi como los constructos finales, fueron corroborados

mediante secuenciacion en Macrogen (Corea).
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e Generacion del plasmido PEST

Para la generacion del vector plin-42::luc::gfp::pest, se realizé la amplificacién de la regién promotora
del gen lin-42 por PCR, utilizando como molde de reaccién la construccién plin-42::luc::gfp previamente

generada en nuestro laboratorio. Los primers utilizados fueron:
Fw-Hindlll: 5- CCCAAGCTTAGAGATAGAGAGCGTCGGAGGGTG -3
Rv-BamHI: 5- CGCGGATCCTTGGCTGATGGTGCCACGTTC -3’

El amplicdn obtenido de 3105 pb fue clonado en pGEM-T utilizando el kit pGEM-T Easy Vector
(Promega, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del proveedor, y luego la secuencia fue validada
por secuenciacion en Macrogen. La construccion obtenida fue digerida con las enzimas de restriccién
Hindlll y BamHI, para liberar la region correspondiente al promotor de /in-42. Finalmente, el producto
obtenido se ligo en el vector previamente generado en nuestro laboratorio (psurs::luc::gfp::pest) digerido
con las mismas enzimas de restriccion. De esta forma se gener6 la construccion plin-42::luc::gfp:.pest
(8838pb) (Figura 3.7).

Plin42::luc::gfp::pest
8817 bp

. \\\‘H“"'\-\.\_ /-'/) '1//
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Figura 3. 7. Esquema de la construccion PEST. plin-42::luc::gfp::pest. Las Figuras de las construcciones
genéticas se realizaron utilizando el programa snap gene 3.3.1.

Los primers utilizados en este trabajo fueron disefiados mediante el software CloneManager7
(Scientific & Educational Software, Estados Unidos), y sintetizados en Genbiotech SRL (Argentina). En
todos los casos, las secuencias de los constructos fueron validadas por secuenciacion por la técnica de

Sanger en Macrogen (Corea). Todas las estrategias de clonado, y las evaluaciones de las secuenciaciones,
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fueron realizadas in silico mediante el software CloneManager7 (Scientific & Educational Software, Estados
Unidos) y el software SnapGene 2016 (GSL Biotech LLC, Estados Unidos).

Reaccion de PCR a punto final

Las reacciones de PCR fueron realizadas utilizando un termociclador MasterCycler (Eppendorf,
Alemania). Todas las secuencias codificantes para las distintas proteinas se amplificaron utilizando
Platinum Tag DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). El programa de PCR utilizado
fue de 5 minutos a 95°C y 35 ciclos de: 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 55-65°C dependiendo de la
temperatura de melting de cada primer, extensién especifica para cada fragmento a 72°C y una extension

final de 5 minutos a 72°C.
Electroforesis de acidos nucleicos, revelado y aislamiento de los amplicones

Las reacciones de PCR vy las digestiones fueron corroboradas mediante electroforesis preparativa
en geles de agarosa 0.8 % (Genbiotech, Argentina), en presencia de buffer TAE 1X (Stock TAE 50X: Tris-
Acetato 2 M, EDTA 0,05 M; Sigma-Aldrich, Estados Unidos), tincion con GelRed 0,5X (Biotium stock
10000X, Estados Unidos) y utilizando el marcador de peso molecular Ladder 1kb plus y 250 bp (Thermo
Fisher Scientific, Estados Unidos); se analizé en un transiluminador UV (DyNA Light, Labnet International,
Estados Unidos) . Las imagenes de cada electroforesis se digitalizaron mediante el programa Kodak Digital

Images (Kodak, Estados Unidos).

La purificacion de acidos nucleicos lineales a partir de los geles de agarosa se llevo a cabo mediante
la utilizacion del kit comercial HiYieldTMGel/PCR DNA Mini Kit (Real Biotech Corporation, Estados Unidos)
y la purificacién de los plasmidos se realizé mediante el kit de miniprep por lisis alcalina /llustra plasmidPrep
Mini Spin Kit (GE Healthcare, Estados Unidos), siguiendo en ambos casos los protocolos detallados por los
proveedores. Todos los &cidos nucleicos fueron cuantificados por espectroscopia mediante Nanodrop

(Thermo Scientific, Estados Unidos).

Todos los fragmentos amplificados mediante PCR fueron clonados primero mediante el kit p GEM-T
Easy Vector (Promega, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del proveedor. El resto de los
constructos antes descriptos fueron generados mediante ligaciones estandares, utilizando la enzima T4
DNA Ligase con su respectivo buffer de reaccion segun las especificaciones del proveedor (Thermo
Scientific, Estados Unidos). Los calculos de relacién de cantidad de masa de inserto/vector se realizaron
mediante la herramienta BioMath Calculators disponible en la web (Promega, Estados Unidos). Todos los
plasmidos resultantes fueron transformados en cepas de E. coli top10 electrocompetentes preparadas y

transformadas mediante el protocolo estandar [265].
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Generacion de nematodos transgénicos mediante microinyeccion

Los animales transgénicos fueron generados por la técnica de microinyeccién estandar [241],
mediante una colaboracion y estadia en el laboratorio de la Dra. Claire Bénard, del Département des
Sciences Biologiques, Université du Québec & Montréal, Canada. Para ello, se utilizo un sistema compuesto
de un microscopio invertido DIC Axiovert 135 (Carl Zeiss AG, Germany), un micromanipulador Joystick MN-
151 mecanico (Narishige, Japén) con un brazo H-7 para sostener la micropipeta de inyeccién y un
microinyector FemtoJet express (Eppendorf AG, Germany). Para fabricar las micropipetas de inyeccién se
utilizaron capilares de vidrio de 100 mm de largo y 1,2 mm de didmetro (World Precision Instruments,
Estados Unidos) y un puller Sutter modelo P-87 (Sutter Instruments, Estados Unidos). Para mantener los
gusanos en el pad de agarosa se utilizd aceite Halocarbon 700 (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Los
constructos fueron inyectados en la cepa N2 (wild-type) a una concentracién de 50 o 100 ng/ul, con los
marcadores pcFJ90 y pBB101 (100 ng/ul) —ambos expresan RFP en la faringe del nematodo— y un el

plasmido pBSK (50 o 100 ng/ul) para completar la mix de inyeccion.

Integracion del arreglo extracromosomal por radiacion UV

Como se menciond antes, unos de los métodos mas utilizados para la integracion de una
construccion genética en el genoma de C. elegans es la integracion por radiacion UV. La misma permite

integrar al genoma un arreglo extracromosomal previamente inyectado en el nematodo.

Para la integracion del constructo psurb::luc::gfp al genoma de C. elegans, se utilizaron nematodos
en estadio L4 que poseian psurb::luc::gfp junto con el marcador cc::rfp, el cual permite la observacion de
los celomocitos —3 pares de células que se encuentran distribuidas en toda la extensién del cuerpo del
nematodo- en rojo. Para ello, se prepararon 4 placas de Petri de 35 mm con medio NGM sin bacterias E.
Coli OP50, y posteriormente en cada una de las placas se colocaron 5 nematodos en estadio L4 que
poseian el arreglo extracromosomal. Luego, se expuso cada placa a un pulso de UV de 300 pjoules (x100)
por 30 segundos, utilizando el equipo Stratagene UV Stratalinker 2400 (254nm, Estados Unidos).
Finalmente, los nematodos fueron colocados individualmente en placas de Petri de 35 mm con medio NGM
mas E. Coli OP50, generando asi un total de 20 placas con nematodos irradiados; 10 placas se colocaron
en la incubadora a 20°C, y las restantes a 15°C. Luego de dos dias, se realiz6 el chequeo de huevos
muertos en cada una de las placas, ya que la presencia de un alto numero de huevos muertos es un
indicador de que la radiacién fue exitosa. Posteriormente, se dejaron crecer los nematodos por 2 semanas
hasta lograr una sobrepoblacion de los mismos. Luego, en cada una de las placas se realiz6 un corte en el
medio NGM que contenia abundantes nematodos y se lo colocé en una nueva placa de Petri de 35 mm
con medio NGM més E. Coli OP50, generando un total de 10 placas las cuales se denominaron placas
maestras. Los cortes se realizaron solo en las placas colocadas a 20°C, dejando de reserva las placas que

se encontraban a 15°C. Al dia siguiente, se tomaron 15 nematodos de cada placa maestra que poseian
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alta expresion del transgén y no tenian una expresion mosaico, y se colocaron individualmente en nuevas
placas de Petri de 35 mm con medio NGM mas E. Coli OP50, generando un total de 150 placas. Luego, las
mismas se colocaron a 20°C y se dejaron crecer las poblaciones hasta la segunda generacién (F2). Por
ultimo, de las placas que poseian un 100% de nematodos fluorescentes se seleccionaron 3 nematodos en
estadio adulto joven y se los colocé individualmente en nuevas placas de Petri de 35 mm con medio NGM
mas E. Coli OP50. Finalmente, se obtuvo una sola placa que contenia 100% de nematodos fluorescentes
en su descendencia. Asi, se generd la linea transgénica integrada con la construccidn psurd::luc::gfp y

cc:red.

Luego, se realizaron 5 cruces entre la linea integrada y la cepa N2 (wild-type). Este procedimiento
es necesario para limpiar la linea irradiada de posibles mutaciones generadas por la exposicion UV.
Actualmente se sabe que 5 cruces entre una linea integrada y la cepa N2 son suficientes para limpiar todas

las mutaciones no deseadas [266].

Ensayo de luminiscencia

Los registros de luminiscencia bajo ciclos duales de luz/oscuridad y temperatura (15.5°C/17°C,
12h:12h) fueron realizados en placas multiwells. Los ensayos de luminiscencia bajo condiciones constantes
(oscuridad/ 20°C) fueron realizados en placas de Petri de 90 mm. En todos los casos se utilizé el medio de

luminiscencia descripto en la seccién de materiales y métodos generales.

e Ensayo de luminiscencia en placa de Petri bajo condiciones constantes

Los ensayos bajo condiciones constantes se realizaron como se describe en la seccion de

materiales y métodos generales. En todos los ensayos se utilizaron poblaciones de nematodos.
e Ensayo de luminiscencia en placa multiwell bajo LO/FCy FR

Los ensayos bajo condiciones ciclicas de luz/oscuridad y temperatura (15.5°C/17°C, 12h:12h)
fueron realizados en todos los casos con poblaciones de nematodos. Se utilizaron poblaciones de 100
nematodos cuando se trabajo con las cepas mutantes, y poblaciones de 50 nematodos cuando los registros

se realizaron con las cepas rescatadas y con las cepas de sobre-expresion.
e Andlisis de Datos

Los datos fueron analizados como se describe en la seccidn de materiales y métodos generales.
Para todos los casos se realizé un andlisis de la varianza y un test de normalidad D"Agostino y Pearson
test; si pasaban el test de normalidad se realizé un test de Student (Student’s t-test) para la comparacion
de los cambios de periodos, si los datos no pasaban el test de normalidad se realizd un test no paramétrico,

Mann Whitney test. Se realizd un test Watson-Wheeler en R Studio para el analisis del cambio de fase, y

72



las acrofases fueron analizadas por un test de Rayleigh utilizando el programa El Temps (version 1.313;
http://www.el-temps.com). Para el analisis de los porcentajes de nematodos sincronizados, ritmicos y
entrenados se utilizd un ANOVA de dos vias. En todos los casos un valor de P<0,05 fue considerado como
el minimo para ser estadisticamente diferente. Para todos los analisis estadisticos se utilizé el programa
GraphPad Prism 7.

Ensayo PCR en tiempo real

Poblaciones de nematodos adultos, cepa N2 (Bristol), fueron sincronizadas por la técnica de Cloro
y NaOH. Los huevos fueron recolectados y mantenidos en agitacion en medio M9 durante toda la noche.
Al dia siguiente, las larvas L1 fueron pasadas a placas NGM con bacterias (E. Coli HB101), 64 placas con
4000 nematodos cada placa. Los nematodos fueron crecidos bajo un ciclo dual de luz y temperatura 12 h:
12 h (~150 pumol/m2.s :18.5 °C/0 pmol/m2.s:20 °C) por 48h. Luego, las larvas L4 fueron recolectadas a ZT4,
lavadas con buffer M9, para remover los restos de bacteria, y pasadas a 4 Erlenmeyer de 500ml, con 130
ml de medio de luminiscencia sin luciferina (aproximadamente 64000 nematodos por Erlenmeyer). Los
nematodos fueron entrenados bajo un ciclo dual de luz y temperatura 12 h: 12 h (~150 pmol/m2.s :15.5
°C/0 pmol/m2,s:17 °C) en agitacion 110 rpm durante 2 dias y luego fueron dejados 2 dias mas en
condiciones constantes (oscuridad, 17 °C). Cuatro muestras biologicas independientes (n=4) de ~4000
nematodos cada una fueron recolectados cada 4 h, comenzando a ZT1 en el segundo dia bajo condiciones
ciclicas y bajo condiciones constantes. Los nematodos fueron pasados a falcon de 15ml, se esper¢ hasta
que decantaran y se les saco el medio de luminiscencia. Luego, se les agregd 200 ul de Trizol (Thermo

Fisher Scientific, Estados Unidos) y fueron pasados a eppendorf de 1,5 mly congelados a -80°C.

El ARN total fue extraido de las muestras mediante el método de Trizol de acuerdo a instrucciones
del proveedor. 2 ug de RNA total fueron tratados con DNAse | amplification grade (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos) y utilizados para realizar la sintesis de ADNc utilizando MLLV transcriptasa reversa (PB-
L, Argentina) con primers poli-T (20 pb de largo, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). La PCR en
tiempo real fue realizada con SYBR Green PCR Master Mix 3.0 (PB-L, Argentina) utilizando un
termociclador QuantStudio 3 (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). La mix fue agregada (9 pl) en
cada uno de los 96 pocillos de la placa de PCR y 1 ul de ADNc fue afiadido como molde de PCR. El
programa de PCR fue 10 minutos a 95 °C, 45 ciclos de 15 segundos a 95 °C y 60 segundos a 60 °C,
seguido de un andlisis de curva de melting (60-95 °C con una tasa de calentamiento de 0.3 °C por segundo

y medicion continua de fluorescencia).

Los resultados fueron normalizados a los niveles de ARNm del gen de referencia Y45F10D.4. Los

primers utilizados para amplificacién de lin-42b/c y YA5F10D.4 fueron:

Fw-lin42b/c: 5'-CCGAAAAATGGAGCTAGTCG-3"
Rv-lin42b/c: 5’-CGAAAGTCTTCGCCATAACC-3"
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Fw-Y45f10D.4: 5-GTCGCTTCAAATCAGTTCAGC-3
Rv-Y45f10D.4: 5"-GTTCTTGTCAAGTGATCCGACA-3

Las secuencias completas de los genes blanco fueron extraidas del WormBase y los primers fueron
disefiados con el CloneManager y fueron revisados para la especificidad utilizando NCBI BLAST (Blastn).
Para la puesta a punto de cada set de primers se utilizaron tres diluciones 1/10 de ADNc para cada gen y
se determinar la concentracion adecuada de primers (0.2 M, 0.4uM y 0.6uM) para a la cual la eficiencia

era mayor. Todos los oligos fueron sintetizados en Macrogen (Corea).
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Resultados

Registro de luminiscencia de poblaciones de nematodos integrados por radiacion UV

Para estudiar los ritmos circadianos del nematodo a través del sistema basado en luminiscencia, se
integré el constructo psurb::luc::gfp al genoma de C. elegans, dicho constructo posee el marcador cc::rp,
(ver seccion de materiales y métodos). Se observd que los nematodos que portaban el constructo
psurb::luc::gfp integrado en el genoma no poseian ningin problema morfolégico ni de desarrollo. En los
registros de luminiscencia, mostraron una oscilacién robusta con un periodo enddgeno cercano a las 24h.
Luego se compararon los registros de luminiscencia de la cepa integrada por radiacién UV con los registros
de una cepa registrada previamente en nuestro laboratorio la cual posee una integracion espontanea del
mismo constructo, ademas dicha cepa posee el marcador de fenotipo tipo roller, lo cual dificulta la movilidad

de los nematodos [183].

En primer lugar, se llevaron a cabo registros de luminiscencia bajo condiciones ciclicas (LO/FC) y
constantes (OO/CC), tanto de la linea integrada por radiacion UV como de la cepa integrada
espontaneamente. Se utilizé un esquema de 3 dias bajo el ciclo LO/FC 12 h:12 h (~150 umol/m2.s :15.5°C/0
pmol/m2.s:17°C) y 4 dias en condiciones de free-running (OO/CC, 17°C) (Figura 3.8 a). En la Figura 3.8
se observa el grafico de los datos crudos y los datos tratados para la cepa integrada por radiacién UV (b y

C) y para la cepa integrada espontaneamente (d y e).
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Figura 3. 8. Datos de luminiscencia bajo condiciones ciclicas y constantes. a. Esquema del protocolo del
registro de luminiscencia bajo condiciones ciclicas. b y d. Datos crudos de luminiscencia para la cepa integrada por
radiacion UV y para la cepa integrada espontaneamente, respectivamente, bajo un ciclo dual de luz y temperatura
(LO/FC 15.5°C/17°C) por 3 dias y bajo condiciones contantes por 4 dias mas (OO/CC 17°C). ¢ y e. Datos tratados
con suavizado (smooth de 12h) y sin tendencia (detrend de 24h) para la cepa integrada por radiacion UV y para la
cepa integrada espontaneamente, respectivamente.

Al analizar los nematodos transgénicos con el constructo psur-5::luc::gfp integrado por radiacion UV,
se encontrd que el porcentaje de sincronizados fue similar al mostrado por los nematodos transgénicos con
el constructo psur-5:luc::gfp integrado espontaneamente (88.75 + 3.37% versus 97.22 + 2.77%
respectivamente). Ademas, no se encontraron diferencias significativas en la cantidad de “ritmicos” entre
ambas cepas (44.97 + 3.44% versus 62.88 + 7.22% para la cepa integrada espontaneamente). De igual
manera, no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de “entrenados” entre ambas cepas

(45.54 + 7.05% versus 33.97 + 3.31% para la cepa integrada espontaneamente) (Figura 3.9 a). Estos
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resultados indicaran que la cepa integrada por radiacion tiene la misma capacidad de ser entrenada por un

ciclo dual de luz y temperatura, que la cepa integrada espontaneamente.

Al analizar los resultados del periodo enddgeno entre las dos cepas estudiadas, no se observaron
diferencias significativas entre las mismas. La cepa integrada por radiacion mostré un periodo promedio de
las oscilaciones para el gen sur-6 de 24.4 £ 0.56 h (versus 23.7 + 0.72 h para la cepa integrada
espontaneamente), y no se hallé diferencia significativa entre ambas medias para la poblacion de

nematodos ritmicos (Figura 3.9 b).

Adicionalmente se compararon los valores de la amplitud de las oscilaciones del gen sur-5
analizando las unidades normalizadas de luminiscencia sin la tendencia (UNDL). La cepa integrada por
radiacién mostré un valor en condiciones ciclicas (LO/FC) de 0.017 £ 0.00090 UNDL (versus 0.028 +
0.0025 UNDL para la cepa integrada espontaneamente) y se encontré una diferencia significativa entre
ambas cepas. Sin embargo, la diferencia entre las amplitudes desaparece bajo condiciones constantes
(O0/CC) (0.013 £ 0.0013 UNDL para la cepa integrada por radiacion versus 0.014 £ 0.0014 UNDL para la

cepa integrada espontaneamente) (Figura 3.9 ¢).
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Figura 3. 9. Ensayos de luminiscencia bajo condiciones ciclicas y constantes. a. Porcentaje de nematodos
sincronizados (porcentaje de nematodos que responden al ciclo LO /FC), ritmicos (porcentaje de nematodos que
mantienen un ritmo bajo OO/CC) y entrenados (porcentaje de nematodos que mantienen la fase bajo condiciones
constantes); no se encontraron diferencias entre la cepa integrada por irradiacion (n=4) y la cepa integrada
espontdneamente (n=3). Test de Fisher, ns. b. Periodo promedio de la poblacion de nematodos ritmicos de la
cepa integrada por radiacién UV, 24.4 £ 0.56 h (n=37) y la cepa integrada espontaneamente 23.7 £ 0.72 h (n=27),
no se encontraron diferencia entre los periodos, Mann-Whitney test, ns: no significativo. ¢. Promedio de la amplitud
del ritmo de luminiscencia, cepa integrada por radiacién UV (0.017 + 0,00090 UNDL (LO/FC), 0.013 £ 0.0013
UNDL (OO/CC) n=37) y cepa integrada espontdneamente (0.028 + 0.0025 UNDL (LO/FC), (0.014 + 0.0014 UNDL
(OOICC) n=27), se encontr6 una diferencia significativa en la amplitud bajo condiciones ciclicas, contrariamente
no se observo una diferencia bajo condiciones constantes, ANOVA de 2 vias, comparacién multiple, ****p <0,0001.

Por otro lado, se analizé la variacion de las acrofases (punto maximo de luminiscencia) y su
significancia en un gréfico de Rayleigh entre las cepas estudiadas, tanto bajo condiciones ciclicas (LO/FC)
como constantes (OO/CC). Para el anélisis de la significancia se tom6 como un valor significativo un R

mayor a 0.5.
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Ademas, analizando la poblacién de nematodos ritmicos, bajo condiciones ciclicas (LO/FC), de
ambas cepas mostraron una fase con un pico de luminiscencia durante la noche (ZT14.55+ 0.27 henla
cepa integrada por UV versus ZT14.23 + 0.45 h para la cepa integrada espontaneamente) (Figura 3.10 ay
b, puntos azules). Sin embargo, bajo condiciones constantes la cepa integrada por radiacién UV (IR) mostrd
una acrofase diurna de CT 7.85 £ 0.85 h; R=0.07 (versus CT 19.89 + 0.74h; R= 0.48) (Figura 3.10 a y b,

puntos rojos).

La poblacion de nematodos entrenados bajo condiciones ciclicas ambas cepas mostraron una fase
con un pico de luminiscencia durante la noche (LO/FC ZT14.84 + 0.42 h versus LO/FC ZT14.98 £ 0.71 h
para la cepa integrada espontaneamente (IE)) (Figura 3.10 a y b, puntos azules). Bajo condiciones
constantes, las poblaciones entrenadas de ambas cepas mostraron una fase con un pico de luminiscencia
durante la noche subjetiva (CT14.39 £ 0.91 h versus 16.46 + 0.96 h para la cepa integrada

espontaneamente), en ambos casos se superd la significancia estadistica (Figura 3.10 a y b, puntos rojos).

A psur-silucigfp B psurs:lucighp Figura 3. 10. Acrofase de las cepas integradas
IR IE

bajo condiciones ciclicas y constantes.
Graficos de Rayleigh para la poblaciéon de
nematodos ritmicos, ambas cepas tienen una
acrofase significativa y poseen una acrofase
nocturna en condiciones ciclicas (LO/FC) en
horario ZT (a y b, puntos azules), cepa integrada
por radiacion UV (IR) y cepa integrada
espontaneamente (IE). Gréafico de Rayleigh de las
acrofases en condiciones constantes (OO/CC)
puntos rojos para la cepa integrada por radiacién
UV (a) y la cepa integrada espontaneamente (b).
Grafico de Rayleigh de las acrofases de la
poblaciéon de los nematodos entrenados bajo
condicién ciclica (a y b, puntos azules) y bajo
condiciones constantes (a y b, puntos rojos), para

Il Lo/Fc
Il oo/cc

Ritmicos

Entrenados

Cepa Ciclo R h SEM n Cepa Ciclo R h SEM n
Integrada |LO/FC 0,90 14,55 0,27 37 Integrada |LO/FC 0,90 14,84 0,42 16
por UV |0O/CC 0,07 7,85 0,85 37 por UV |00O/CC 0,54 14,39 0,91 16
Integrada || /- 0,81 1423 045 27 Integrada
espontane espontane
amente |00O/CC 0,48 19,89 0,74 27 amente |00O/CC 0,68 16,46 0,96 10

LO/FC 0,82 14,98 0,71 10

Se compararon las acrofases en cada condicion usando el test de Watson-Wheeler para ver
homogeneidad de muestras circulares. Al comparar las acrofases de los nematodos ritmicos bajo
condiciones ciclicas no dio diferencias significativas (p=0.17) entre ambas cepas. Por el contrario, en
condiciones constantes no se puede comparar, ya que el test de Rayleigh no superd la significancia. Para
la poblacion de nematodos entrenados no hubo diferencias significativas entre las cepas estudiadas ni bajo

condiciones ciclicas (p=0.32) ni bajo condiciones constantes (p=0.71).

Para corroborar los resultados y dado que en condiciones constantes los ritmos deberian continuar,

ya que es una propiedad fundamental de los ritmos circadianos, se decidié llevar a cabo registros de
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luminiscencia de la linea integrada por radiacion UV bajo condiciones constantes (oscuridad y 20°C) (ver
Materiales y Métodos) (Figura 3.11a). El periodo promedio de las oscilaciones bajo condiciones constantes
fue de 25.34 £ 0.6 h (n=16) para la linea integrada por radiacion UV, y 25.7 £ 1.06 (n=15) para la cepa
integrada espontaneamente. Como se muestra en la Figura 3.11b, no se hallaron diferencias significativas
en el periodo promedio entre ambas cepas. Por otro lado, tampoco se encontraron diferencias significativas
en la cantidad de poblaciones ritmicas bajo condiciones constantes (72.5 versus 85%). Estos resultados
sugieren que la construccion generada no se integré en una region del genoma que afecte el reloj circadiano
de C. elegans (Figura 3.11 c). Los ritmos transcripcionales del gen sur-5 de luminiscencia demostraron una

oscilacion bajo condiciones constante para ambas cepas estudiadas (Figura 3.11 d y e).
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Figura 3. 11. Ensayo de luminiscencia bajo condiciones constantes. a. Esquema del protocolo del registro
de luminiscencia bajo condiciones constantes. b. Periodo promedio de la cepa integrada por radiacion UV (25,34
+ 0,59 h, n=16) y la cepa integrada espontaneamente (25,7 + 1,06 h, n=15); no se hallaron diferencias
significativas entre ambas cepas, t test no pareado. ¢. Porcentaje de nematodos ritmicos. Cepa integrada por
radiacion UV: 72,5 £ 11,46 (n=5); cepa integrada espontaneamente: 85 + 4,67 h (n=5). No se encontraron
diferencias significativas entre ambas cepas, t test no apareado. Registro de luminiscencia promedio + SEM de la
cepa integrada por radiaciéon UV (linea negra) (d) y la cepa integrada espontaneamente (linea roja) (e).
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En conjunto, los resultados obtenidos mostraron que la integracion por radiacion UV del constructo
psurb::luc::gfp en el genoma del C. elegans no afecté los ritmos de luminiscencia de sur-5 en poblaciones
de nematodos sincronizados a un ciclo dual de luz y temperatura. Por lo tanto, la cepa integrada por
radiacién UV se utilizara en este trabajo como cepa control de los experimentos al analizar los mutantes

para las proteinas candidatas, como por ejemplo proteinas involucradas en el reloj molecular del nematodo.

Registros de luminiscencia de nematodos mutantes para lin-42 bajo condiciones de LO/FC
y 00/CC

Para entender con mayor profundidad el rol de la proteina LIN-42 en el sistema circadiano de C.
elegans, se generaron lineas transgénicas que contienen el reportero psurb::luc::gfp pero en marcos
mutantes para el gen lin-42, lin-42(n1089), lin-42(0k2385) y lin-42(0x461). Los registros de luminiscencia
bajo condiciones ciclicas y constantes se llevaron a cabo con poblaciones de aproximadamente 50

nematodos.

En los datos crudos de luminiscencia, se observa una caida de la luminiscencia a medida que van
pasando los dias, esto puede deberse al envejecimiento de los nematodos; también se puede observar un
incremento de la luminiscencia en la fase nocturna bajo LO/FC (Figura 3.12). Posteriormente, los datos

crudos fueron tratados como se detalla en la seccion de materiales y métodos.
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Figura 3. 12. Datos crudos de luminiscencia bajo condiciones ciclicas y constantes. Graficos
representativos de la luminiscencia bajo condiciones ciclicas (LO/FC) y bajo condiciones constantes (OO/CC),
para la cepa control (a), para las cepas mutantes de LIN-42: lin-42(ox461) (b), lin-42(0k2385) (c) y lin-
42(n1089) (d).
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Se graficaron los datos procesados para la poblacién de nematodos entrenados para las cepas
mutantes de LIN-42 y para la cepa control (Figura 3.13 a-d). Se observé que tienen un ritmo robusto bajo
condiciones ciclicas (LO/FC) con un aumento claro de la luminiscencia durante la fase de oscuridad y alta
temperatura. La amplitud de la luminiscencia decae bajo condiciones constantes (OO/CC) y hay un cambio

de periodo marcado en las cepas mutantes de LIN-42.

Por otro lado, al analizar los nematodos transgénicos con el reportero psurb::luc::gfp se encontro
que el porcentaje de sincronizados para los mutantes lin-42(ox461), lin-42(0k2385) y lin-42(n1089) fue
similar al control, (80% para lin-42(ox461), 87% para lin-42(0k2385) y 77% para lin-42(n1089) versus 79%
del control). Tampoco se encontraron diferencias significativas en la cantidad de ritmicos bajo las mismas
condiciones (49% para lin-42(0x461), 45% para lin-42(0k2385) y 54% para lin-42(n1089) versus 46% para
el control). Sin embargo, se hallé una diferencia significativa en el porcentaje de nematodos entrenados
para el mutante lin-42(ox461) (9% versus 51% del control); asimismo, no se encontraron diferencias para
los mutantes /in-42(n1089) y lin-42(0k2385) en comparacion con la cepa control (28% para lin-42(n1089) y
37% para lin-42(0k2385)) (Figura 3.13e). Esta diferencia encontrada nos estaria indicando que los
nematodos /in-42(0x461) tienen un defecto en la capacidad de ser entrenados bajo un ciclo de dual de luz
y temperatura. Por su parte, los nematodos lin-42(n1089) y lin-42(0k2385) aparentan tener una deficiencia
de ser entrenados al ciclo LO/FC, ya que presentan una disminucion en el porcentaje de nematodos

entrenados pero esta diferencia no es significativa con respecto a la cepa control.
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Figura 3. 13. Graficos representativos de la oscilacién de luminiscencia bajo condiciones ciclicas (LO/FC) y
bajo condiciones constantes (OO/CC) para la cepa control (a), y las cepas mutantes, lin-42(ox461) (b), lin-
42(0k2385) (c), lin-42(n1089) (d). e. Graficos del porcentaje de nematodos sincronizados, nematodos ritmicos
y nematodos entrenados, para la cepa control (n=6) y las cepas mutantes de la proteina LIN-42 (n=3 para cada
cepa). Se observd una diferencia significativa en la poblacion de nematodos entrenados para la cepa lin-
42(0x461), test de Fisher, *p=0,038.

Al estudiar los ritmos de luminiscencia de las poblaciones ritmicas (o sea, que mantienen ritmos
circadianos bajo condiciones constantes), lin-42(ox461) mostr6 un periodo promedio enddgeno
significativamente mas largo con respecto a los animales control (26.41 + 0.47 h, n=32 versus 24.36 + 0.46
h, n=51 del control). En contraste, lin-42(n1089) (25.34 + 0.67 h, n=40) y lin-42(0k2385) (25.91 + 0.60 h,
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n=30) no mostraron diferencias significativas en el periodo promedio con respecto al control (Figura 3.14a).
Los resultados obtenidos nos indican que lin-42(ox461) afecta mas fuertemente los ritmos circadianos de
luminiscencia en comparacion con lin-42(n1089) y lin-42(0k2385).

Al analizar la amplitud de la oscilacién de luminiscencia, no se encontraron diferencias significativas
bajo condiciones ciclicas (LO/FC) (control: 0.016 + 0.0009 UNDL, n=51; lin-42(0x461): 0.017 £ 0.001 UNDL,
n=32; lin-42(0k2385): 0.018 + 0.0007 UNDL, n=30; lin-42(n1089): 0.015 + 0.0005 UNDL, n=40) (Figura
3.14 b). Bajo condiciones constante (OO/CC) la amplitud de la oscilacidn de luminiscencia para la cepa
control fue mayor que para las cepas mutantes de LIN-42 (control: 0.013 £ 0.0010 UNDL, n=51; lin-
42(0x461): 0.004 £ 0.00003 UNDL, n=32; lin-42(0k2385): 0.005 + 0.0007 UNDL, n=30; lin-42(n1089): 0.005
+ 0.0005 UNDL, n=40) (Figura 3.14 b). La amplitud de los ritmos de luminiscencia disminuye al pasar de

las condiciones ciclicas (LO/FC) a las condiciones constantes (OO/CC) en todas las cepas estudiadas.
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Figura 3. 14. Andlisis del periodo enddégeno y la amplitud para las cepas mutantes de LIN-42. a. Periodo
enddgeno promedio en la poblacion de nematodos ritmicos para la cepa control, lin-42(ox461), lin-42(0k2385) y
lin-42(n1089), Kruskal-Wallis test no paramétrico, *p=0,0140. b. Amplitud bajo condiciones ciclicas (LO/FC) y bajo
condiciones constantes (OO/CC) para la poblacién de nematodos ritmicos, ANOVA de 2 vias, ****p<0,0001.

Finalmente, se analizaron las acrofases de los registros de luminiscencia bajo condiciones ciclicas
(LO/FC) y constantes (OO/CC). Se encontrd que todas las cepas mutantes para la proteina LIN-42 tienen
un retraso de fase significativo respecto al control (lin-42(ox461) p= 0.0002, lin-42(0k2385) p= 0.00001, /in-
42(n1089) p=0.0002, test Watson-Wheeler, que evalua homogeneidad entre medidas circulares). Por el
contrario, bajo condiciones constantes no se pueden comparar las acrofases por no tener la cepa control
un Rayleigh significativo (R>0,5), (Figura 3.15). Para las poblaciones de nematodos entrenadas al ciclo
LO/FC, la cepa lin-42(0x461) mostré un corrimiento de fase significativo (p=0.04), exhibiendo un retraso en
la acrofase. Sin embargo, las cepas lin-42(0k2385) y lin-42(n1089) no mostraron un cambio de fase
significativo (p=0.06 y p=0.02, respectivamente). En las condiciones de OO/CC, solo la cepa lin-42(0k2385)
tuvo un adelanto significativo de fase (p=0.001), las cepas lin-42(0x461) y lin-42(0k2385) no mostraron una
variacion significativa con respecto a la cepa control (p=0.13 y p= 0.07, respectivamente) (Figura 3.15).

Estos resultados indicarian que la mutacion en los alelos 0x461, 0k2385, n1089 generan un adelanto de
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fase bajo condiciones ciclicas, mientras que bajo condiciones constantes existe una dispersion amplia de

las acrofases tanto para la cepa control como para las cepas mutantes.

A Control B lin-42(ox461) C lin-42(0k2385) D lin-42(n1089)

Bl o/rC
I oo/cc

Ritmicos

Entrenados

Ciclo I Cepa I R l h I SEM I n | valor p
Control 0.83 14.45 0.31 51 % %
LOJEC lin-42(0x461) 0,95 16.31 0.2 32 p=0.0002 | ; 1
lin-42(ok2385) 0,96 15.24 017 30 p=0.00001 x
lin-42(n1089) 0,94 14.79 0.2 40 p=0.0002
Control 0,05 15.23 0.73 51 |;
00/CC lin-42(ox461) 0,51 568 0.66 32 p=0.008 ns hs
lin-42(ok2385) 0,20 863 0.87 30 p=0.7
lin-42(n1089) 0,27 7.52 0.72 40 p=0.2
Ciclo I Cepa I R I h I SEM I n | valor p
Control 0.81 1454 048 24 I*
LOEC lin-42(ox461) 0.99 16.41 0.05 3 p=0.04 ns ns
lin-42(ok2385) 0.95 15.17 033 1 p=0.06
lin-42(n1089) 0.95 14.77 0.35 11 p=0.02
Control 0.48 15.04 0.78 24 hs "
00/CC lin-42(ox461) 0.89 14.58 1.02 3 p=0.13 1 ns
lin-42(0k2385) 0.94 13.55 0.39 1 p=0.001
lin-42(n1089) 0.81 13.54 0.7 11 p=0.07

Figura 3. 15. Acrofase de la poblacion de nematodos mutantes. Graficos de Rayleigh para las acrofases de
la poblacion de nematodos ritmicas y entrenados bajo condiciones ciclicas (LO/FC) (puntos azules) y bajo
condiciones constantes (OO/CC) (puntos rojos) para las cepas control (a), lin-42(ox461) (b), lin-42(0k2385) (c) y
lin-42(n1089) (d). Comparacién cepas mutantes vs control en cada condicion (LO/FC y OO/CC) utilizando Watson-
Wheeler test, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

Registros de luminiscencia de nematodos mutantes para lin-42 bajo condiciones
constantes (FR)

Para corroborar los resultados obtenidos bajo condiciones ciclicas (LO/FC) seguidas de condiciones
constantes (OO/CC), se registraron las mismas cepas mutantes solo bajo condiciones constantes (OO/CC,
20°C). Los resultados obtenidos mostraron que el mutante /in-42(0x461) tiene un periodo significativamente
mas largo en comparacion con la cepa control (29.59 £ 1.41 h, n=17 versus 25.51 + 1.2 h, n=13 del control)
(Figura 3.16a). Sin embargo, los mutantes lin-42(0k2385) y lin-42(n1089) no mostraron diferencias

significativas en el periodo promedio con la cepa control (Figura 3.16 b y c). Por el contrario, al analizar el
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porcentaje de ritmicos se observd que los mutantes lin-42(ox461) y lin-42(0k2385) no mostraron diferencias
significativas con respecto a la cepa control (Figura 3.16 d y e), pero si se encontraron diferencias
significativas en el mutante lin-42(n1089) (61.11 £ 5.57%, n=3 versus 87.5 £ 7.27%, n=3 del control) (Figura
3.16 f). En la Figura 3.16 se muestran los resultados obtenidos de los registros de luminiscencia bajo
condiciones constantes para todas las cepas estudiadas. Se observa que todas las cepas mantienen un
ritmo de luminiscencia robusto bajo condiciones constantes, con un aumento de la expresiéon de sur-5

durante la fase nocturna para todas las cepas estudiadas.
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Figura 3. 16. Ensayos de los mutantes LIN-42 bajo condiciones constantes. a, b y c. Gréficos del
promedio del periodo en horas de las cepas mutantes para la proteina LIN-42 con el arreglo
extracromosomal psurd::luc::gfp: a. mutante lin-42(ox461) full delecion, periodo de 29,59 + 1,41 (n=17),
el cual fue significativamente mas largo que el periodo de la cepa control: 25,51 + 1,2 (n=13), t test no
apareado, *p=0,0432. b. mutante lin-42(0k2385) delecion del dominio SYQILT, 26,94 + 1,43 (n=12), no dio
diferencias significativas en comparacion con la cepa control 25,34 + 0,59 (n=16), t test no apareado. c.
mutante lin-42(n1089) delecién del dominio PAS, periodo de 27,1 + 1,741 (n=10), no dio diferencias
significativas comparandolo con la cepa control 25,7 + 1,06 (n=15), { test no apareado. d, e, f.
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Figura 3. 16. Ensayos de los mutantes LIN-42 bajo condiciones constantes. Graficos del
porcentaje de nematodos ritmicos: d. mutante lin-42(ox461) full delecién, 70,83 + 4,16 (n=3, n
experimental), cepa control 85 £ 4,67 (n=5), diferencia no significativa, t fest no apareado. e. mutante
lin-42(0k2385) delecién del dominio SYQILT, 75 + 4,81 (n=3), cepa control 72,5 + 11,46 (n=5),
diferencia no significativa, t test no apareado. f. mutante lin-42(n1089) delecién del dominio PAS,
61,11 + 5,557 (n=3), cepa control 87,5 + 7,21 (n=3), t test no apareado, *p=0,0443. Gréafico de la
luminiscencia promedio + SEM de los nematodos ritmicos para la cepa control (g) y para los mutantes
de LIN-42: lin-42(0x461) (h), lin-42(0k2385) (i), lin-42(n1089) (j), bajo condiciones constantes.

A continuacion, las tablas 3.1 y 3.2 muestran un resumen de los resultados obtenidos para cada
variable estudiada (porcentaje de poblaciones sincronizadas, ritmicas y entrenadas, periodo endégeno
(tau) y amplitud). Cada uno de los experimentos tiene su control con la cepa VQ1310 (qvis8

[psurb::luc::gfp]). Los datos de las acrofases se encuentran en la tabla de la Figura 3.15.
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Tabla 3. 2. Datos obtenidos bajo
condiciones constantes (FR). Se
muestra los datos obtenidos para el
periodo enddgeno (tau), el n total y el
porcentaje de nematodos Ritmicos
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Rescate de LIN-42

Los resultados mostrados anteriormente sugieren que LIN-42 estaria involucrada en mantener la
funcionalidad del reloj circadiano de C. elegans. Para confirmar esos resultados, realizamos un experimento
de rescate del fenotipo mutante /in-42 para la linea que mostr6 un fenotipo mas claro (/in-42(ox461)), linea
rescatada VQ1484 (lin-42(ox461) 11 #50C; qvis8; qvEx400 (plin-42b/c::isoforma b::gfp::unc-54; pBB107).

Se llevaron a cabo registros de luminiscencia de la linea VQ1484 bajo un ciclo dual de luz:oscuridad
y temperatura (LO/FC 12:12 h 15,5/17°C) (ver seccion Materiales y Métodos). Se graficaron los datos
crudos del registro de luminiscencia in vivo para la cepa lin-42(ox461) rescatada (cepa VQ1484) (Figura
3.17 A), observandose un decaimiento de la sefial de luminiscencia a lo largo de los dias. Ademas, se
puede observar un aumento de la sefial durante la fase nocturna. Posteriormente, se graficaron los datos
crudos de la sefial sin la tendencia (detrended) (Figura 3.19 B), y se encontrd un ritmo robusto de
luminiscencia bajo condiciones ciclicas (LO/FC) y bajo condiciones constantes (OO/CC), con una marcada

fase nocturna en ambas condiciones.

Al analizar la poblacién de nematodos sincronizados, ritmicos y entrenados, se encontré que el
porcentaje de poblaciones sincronizadas fue de 79.30 £ 7.98% (n=6) para la cepa control, 79.33 + 10.39%
(n=3) para lin-42(ox461) y 100 + 0.0% (n=3) para la cepa rescatada. No se encontraron diferencias
significativas entre los porcentajes de nematodos sincronizados, esto indicaria que las cepas estudiadas
tienen un ritmo bajo condiciones ciclicas (LO/FC) y pueden sincronizarse a los estimulos externos de luz y
temperatura. Al analizar el porcentaje de poblaciones ritmicas, los resultados mostraron valores de 46.20
1 2.34 % (n=6) para la cepa control, 49.0 £ 9.53% (n=3) para la cepa lin-42(ox461) y 44 + 5.30% (n=3)
para la linea rescatada. El porcentaje de poblaciones ritmicas no arrojo diferencias significativas entre las
cepas, 0 sea no se observaron diferencias significativas en la cantidad de nematodos que mantienen el
ritmo de luminiscencia bajo condiciones constantes (OO/CC). Para el porcentaje de nematodos entrenados
se encontrd una diferencia significativa entre la cepa control (51.09 + 7.30% (n=6)) versus lin-42(ox461)
(12.0 £ 3.60% (n=3)). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre el control y la cepa
rescatada (45.0 £ 16.58% (n=3)) (Figura 3.17 c). Esto indicaria que los ritmos de luminiscencia de los
nematodos que sobre-expresan la proteina LIN-42 son entrenados por el ciclo dual de luz/oscuridad y

temperatura, al igual que la cepa control.

Al analizar los periodos enddgenos se encontrd que lin-42(0x461) rescatada (lin-42b transgén,
VVQ1484) tiene un periodo enddgeno similar al control (25.85 £ 0.79 h lin-42b transgén versus 24.36 + 0.46
h control) (Figura 3.19 d). Previamente se habia demostrado que la cepa lin-42(0x461) mostraba un periodo
enddgeno significativamente mas largo (26.41 £ 0.47 h). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre lin-42(ox461) versus lin-42b transgén, esto indicaria que no se trata de un rescate total

sino de un rescate parcial.
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Al analizar la amplitud de los ritmos de luminiscencia del gen sur-5 de las poblaciones ritmicas, se
observé que la cepa lin-42(ox461) rescatada mostré una mayor amplitud bajo condiciones ciclicas (LO/FC)
(control: 0.016 + 0.0009 UNDL, n=51; lin-42(0ox461): 0.017 £ 0.001 UNDL, n=32; lin-42(0x461) rescatada:
0.025 £ 0.001 UNDL, n=20). Por el contrario, bajo condiciones constantes (O0/CC), la cepa lin-42(0x461)
mostr6 una disminucion marcada en la amplitud del ritmo de luminiscencia de sur-5 (control: 0.013 £ 0.001
UNDL, n=51; lin-42(0x461): 0.004 + 0.0003 UNDL, n=32; lin-42(0x461) rescatada: 0.010 £ 0.001 UNDL,
n=20) (Figura 3.19 e).
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Figura 3. 17. Ritmos transcripcionales del gen sur-5 en la cepa lin-42(ox461); lin-42b transgén. a. Gréfico
representativo de los datos crudos de luminiscencia de la cepa lin-42(ox461) rescatada en LO/FC y OO/CC. b.
Grafico representativo de los ritmos transcripcionales de sur-5 medidos por la luminiscencia sin la tendencia
(detrend) en LO/FC y OO/CC para lin-42(ox461) rescatada, lin-42(ox461); lin-42b transgén OE (over-expression).
c. Porcentaje de nematodos sincronizados, ritmicos y entrenados, para la cepa control, lin-42(ox461) y lin-
42(0x461) rescatada. Se observo una diferencia significativa en la poblacién de nematodos entrenados para la
cepa lin-42(ox461), ANOVA de dos vias, Dunnett’s multiple comparisons fest, **p=0,0052. d. Promedio del
periodo enddgeno para la poblacién de nematodos ritmicos para la cepa control, lin-42(ox461) y lin-42(0x461)
rescatada. ANOVA de una via, Tukey’s multiple comparisons test, *p=0,0135. e. Amplitud promedio para la
poblacion de nematodos ritmicos en LO/FC y OO/CC, para las cepas control, lin-42(ox461) y lin-42(0x461)
rescatada, ANOVA de dos vias, Dunnett’s multiple comparisons test, ****p=0,0001.

Por dltimo, se compararon las acrofases entre las poblaciones ritmicas de las cepas estudiadas. En
la poblacién de nematodos ritmicos se encontré, bajo condiciones LO/FC, se encontr6 que las cepas lin-
42b transgén (ZT 17.03 £ 0.15h) y lin-42(0x461) (ZT 16.31 £ 0.2h) muestran un retraso de fase versus la

cepa control (ZT 14.45 + 0.31h) (Figura 3. 18 A). Para las poblaciones entrenadas, también se observé un
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retraso de fase en comparacién con la cepa control (lin-42(0x461) rescatada, ZT 17.09 + 0.17 h; lin-
42(0x461), ZT 16.41 £ 0.05 h; control, ZT 14.54 £ 0.48h) (Figura 3. 18b). Bajo condiciones constantes
OO0ICC, las acrofases independientes tienen una dispersion muy grande, generando que los tests de
Rayleigh no den significativos (R<0.5), por lo tanto, bajo estas condiciones no se puede realizar una
comparacién entre las cepas estudiadas (Figura 3. 18 A). Para la poblacion de nematodos entrenados no
se encontraron diferencias significativas entre las acrofases de las cepas lin-42(ox461) y lin-42(ox461)

rescatada versus la cepa control (Figura 3. 18 B).

A Control B lin-42(ox461) (o lin-42(ox461);
lin-42b transgén OF
B o/FC
- 0o/cc
Ritmicos
Entrenados
Ciclo [ Cepa I R I h I SEM I n I valor p
Control 0,83 14,45 0,31 51 E *
LO/FC lin-42(ox461) 0,95 16,31 02 32 p= 0,0002 :
lin-42(ox461) ; lin-42b transgén OE 0,98 17,03 0,15 20 p=0,000006 * Tabla 1
Control 0,05 1623 073 51 B abla
0o/CC lin-42(0x461) 0,51 5,68 0,66 32 p=0,008 &
lin-42(ox461) . lin-42b transgén OE 0,17 10,75 1,09 20 p=0,6
Ciclo | Cepa | R | h I SEM I n I valor p
Control 0,81 1454 0,48 24 I*
LOIFC lin-42(ox461) 0,99 16,41 0,05 3 p=0,04 %
lin-42(ox461); lin-42b transgén OE 0,99 17,09 0,17 8 p=0,02 Tabla 2
Control 0,48 15,04 0,78 24 - abla
Qo0/CC lin-42(ox461) 0,89 14,58 1,02 3 p=0,13 I"’ 2
lin-42(ox461) . lin-42b transgén OE 0,79 16,81 0,86 8 p=0,33

Figura 3. 18. Acrofase de la poblacion de nematodos rescatados. Gréaficos de Rayleigh para las acrofases de
la poblaciéon de nematodos ritmicas y entrenados bajo condiciones ciclicas (LO/FC, puntos azules) y bajo
condiciones constantes (OO/CC, puntos rojos), control (A), lin-42(ox461) (B), lin-42(0ox461); lin-42b transgén OE
(C). Watson-Wheeler test, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. Tabla 1-2. Acrofases para la poblacion
de nematodos ritmicos y entrenados, respectivamente.

En resumen, la sobre-expresion de la isoforma b de lin-42 en el mutante lin-42(0x461) (cepa
VQ1484) rescatd la mutacion de la secuencia que contiene los dominios PAS y CKBD (SYQILT).
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Sobre-expresion del gen lin-42

Como la pérdida de LIN-42 genera un alargamiento del periodo endégeno y una disminucién en el
porcentaje de poblaciones entrenadas, al menos bajo las condiciones de luz/oscuridad y temperatura
ensayadas en este trabajo, decidimos estudiar el efecto de la sobre-expresién de las proteinas LIN-42b,
LIN-42c y LIN-42a sobre los ritmos de luminiscencia de sur-5, utilizando las cepas: DG3 [qvEx400 (plin-
42b/c::lin-42b::gfp:unc-54, pBB107); qvis8 (psur-5::luc::gfp; punc-122::RFP)], DG6 [qvEx387 (plin-42
a:lind2a::gfp::uncd4, pBB107); quis8 (psur-5:luc::gfp; punc-122::RFP)] y DG8 [qvEx385 (plin-42
b/c::lind2c::gfp::unch4, pBB107); qvis8 (psur-5:luc::gfp; punc-122::RFP)]. Se realizaron registros de
luminiscencia de las cepas DG3, DG6 y DG8, durante 3 dias bajo condiciones ciclicas (LO/FC 12h:12h) y
4 dias mas bajo condiciones constantes (O0/CC), como ya se ha descripto anteriormente (ver “Materiales
y Métodos”).

Los resultados obtenidos muestran que todas las cepas estudiadas tienen un ritmo robusto de
luminiscencia del gen sur-5. Al igual que la cepa control, tienen un aumento de la luminiscencia durante la
fase nocturna en condiciones ciclicas (LO/FC) (Figura 3.19 a, b, ¢, d).
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Figura 3. 19. Ritmo transcripcional de sur-§ en las cepas que sobre-expresan lin-42.
Grafico representativo de los ritmos transcripcionales de sur-5 medidos por la luminiscencia
sin la tendencia (detrend) en LO/FC y OO/CC para la cepa control (A), y las cepas que sobre-
expresan las isoformas de lin-42: lin-42b (B), lin-42a (C) y lin-42c (D).

Las cepas estudiadas no presentan una alteracidn en la capacidad de ser sincronizados por un ciclo
dual de luz/oscuridad y temperatura, ya que no se encontraron diferencias significativas entre el porcentaje
de poblaciones sincronizadas en comparacion con la cepa control (/in-42b: 100 + 0.0%, n=3; lin-42 a: 89.25
1 3.94%, n=4; lin-42c: 75.33 + 7.22 %, n=3; versus control: 97.60 + 2.40%, n=5). Ademas, no se
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encontraron diferencias significativas en el porcentaje de poblaciones ritmicas (lin-42b: 35 + 16.7%, n=3;
lin-42a; 47.75 £ 4.77%, n=4; lin-42c: 41.33 £ 5.92%, n=3; versus control: 49 + 9.37%, n=5) (Figura 3.20 a).
Al analizar el porcentaje de poblaciones entrenadas se observd una diferencia significativa entre la cepa
lin-42 a OE (over-expression) (18.25 + 10.63%, n=4) versus la cepa control (67.40 + 7.85%, n=5); de igual
forma, el porcentaje de poblaciones entrenadas varié significativamente entre la cepa lin-42c OE (33.66 +
5.20%, n=3) versus la cepa control. No se encontraron diferencias entre la cepa lin-42b OE (53.33 %
26.03%, n=3) versus el control (Figura 20 a). Estos resultados sugieren que la sobre-expresion de lin-42b
no afecta la capacidad de los nematodos de ser entrenados por un estimulo dual de luz/oscuridad y
temperatura. Sin embargo, la sobre-expresion de lin-42a y lin-42c si afecta la capacidad del nematodo de
ser entrenado.

Al analizar el periodo de luminiscencia en condiciones constantes en los mutantes /in-42b (27.93 £
1.29n), lin-42a (27.01 £ 1.22h) y lin-42c (24.97 £ 0.96h), no se observaron diferencias significativas en
comparacién con la cepa control (25.09 + 0.69h) (Figura 3.20 b). La amplitud de la oscilacién de la
luminiscencia bajo en condiciones ciclicas (LO/FC) para lin-42 a (0.027 + 0.001 UNDL, n=18) no mostrd
diferencias significativas versus el control (0.029 + 0.0008 UNDL, n=29). Por su parte, las cepas lin-42 ¢
(0.019 £ 0.002 UNDL, n=14) y lin-42b (0.023 + 0.001 UNDL, n=12) arrojaron diferencias significativas
versus el control (Figura 3.20 c). Bajo condiciones constantes (OO/CC), lin-42b (0.011 + 0.002 UNDL,
n=12), lin-42a (0.014 £ 0.002 UNDL, n=18) y lin-42c (0.011 £ 0.001 UNDL, n=14) no mostraron diferencias
significativas versus el control (0.015 £ 0.0016, n=29) (Figura 3.20 c).
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Figura 3. 20. Sobre-expresion de lin-42 b, ¢ y a. a. Porcentaje de poblaciones sincronizadas, ritmicas y
entrenadas para las cepas control, lin-42b OE, lin-42a OE y lin-42¢c OE. Se observé una diferencia significativa en
la poblacién de nematodos entrenados para la cepa lin-42a OE vy lin-42c OE, ANOVA de dos vias, Dunnett’s
multiple comparisons test, **p=0,0011, *p=0.047. b. Periodos de luminiscencia promedio en condiciones
constantes de las poblaciones ritmicas estudiadas: cepas control, lin-42b OE, lin-42a OE y lin-42c OE. ANOVA de
una via, Dunnett’s multiple comparisons test, ns. ¢. Amplitud promedio para la poblacién de nematodos ritmicos
en LO/FC y OOICC, para las cepas control, lin-42b OE, lin-42a OE, lin-42c OE, ANOVA de dos vias, Sidak’s
multiple comparisons test, ****p<0,0001; *p=0.0255.
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Por otro lado, las cepas lin-42a OE y lin-42¢c OE mostraron un cambio de fase versus la cepa control
bajo condiciones ciclicas (LO/FC); contrariamente, lin-42b OE no presenté un cambio de fase bajo estas
condiciones. En condiciones constates (OO/CC) no se encontraron diferencias significativas entre las cepas
estudiadas versus la cepa control (Figura 3.21 a, b, c). Ademas, se puede observar que las cepas lin-42a
OE vy lin-42c OE tienen una disminucion en la cantidad de nematodos que mantienen la fase bajo

condiciones constantes (FR, free running).
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Figura 3. 21. Acrofase de las cepas lin-42 b, a, ¢ OE. Gréficos de Rayleigh para las acrofases de la poblacion
de nematodos ritmicas y entrenados bajo condiciones ciclicas (LO/FC, puntos azules) y bajo condiciones
constantes (OO/CC, puntos rojos), control (A), lin-42b OE (B), lin-42a OE (C), lin-42¢ OE (D). Watson-Wheeler
test, *p<0,05; **p<0,01. Tabla 1-2. Datos de las acrofases para la poblacién de nematodos ritmicos y entrenados,
respectivamente.

Estos resultados indican que un aumento en la expresion de lin-42b, lin-42c y lin-42a, no afecta el

periodo de luminiscencia de sur-5 en condiciones constantes.
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Ritmo transcripcional del gen lin-42b

Con el fin de estudiar los patrones de expresién de LIN-42 in vivo, se desarrolld una linea de
nematodos (VQ1324) que contienen el arreglo extracromosomal plin-42::luc::gfp::pest (ver seccion
“materiales y métodos”). EI dominio PEST permite la degradacion rapida de las proteinas via proteosoma,

acortando la vida media a 1 h.

Los resultados mostraron que nematodos con el constructo plin-42::luc::gfp::pest tienen un ritmo de
luminiscencia robusto bajo condiciones ciclicas (LO/FC) y bajo condiciones constantes (OO/CC); se puede
observar un aumento de la luminiscencia durante la fase diurna, que corresponde a la fase fria del ciclo
(15,5 °C) (Figura 3.22 A). El porcentaje de poblaciones sincronizadas, ritmicas y entrenadas fue de 48.66
+ 352 % (n=3), 34 £ 3.21 % (n=3) y 33.33 + 33.33 % (n=3) respectivamente (Figura 3.22 B). Estos
resultados indican que los nematodos pueden ser sincronizados bajo un ciclo dual de luz/oscuridad y

temperatura.

Bajo condiciones constantes, las poblaciones ritmicas expresando el constructo LIN42::PEST
mostraron un periodo de luminiscencia enddégeno de 24,59 £ 1,14 h (n=9), dicho resultado demuestra que
la actividad del promotor de lin-42 tiene un ritmo circadiano durante el estadio adulto. Al analizar los ritmos
de luminiscencia se encontré que, bajo condiciones de LO/FC, la poblacién de nematodos ritmicos tienen
una acrofase promedio claramente diurna, ZT 7.94 + 0.66 h (n=9) (puntos azules). Asimismo, bajo
condiciones constantes la acrofase se mantiene durante el dia subjetivo para la poblacién de nematodos
ritmicos, con un pico de actividad de luminiscencia a CT 3.21 £ 1.75 h (n=9) (puntos rojos) (Figura 3.22 c).
La poblacién de nematodos entrenados fue muy baja, se encontrd un pico de actividad bajo condiciones
ciclicas (LO/FC) y bajo condiciones constantes (OO/CC), durante la fase diurna, ZT: 10.57 £ 1.37 h (n=2)
y CT: 8.58 + 1.72 h (n=2). La amplitud en condiciones ciclicas arrojé un valor de 0.072 + 0.0083 UNDL
(n=9) y en condiciones constantes de 0.022 £ 0.0068 UNDL (n=9), las amplitudes son significativamente
diferentes. La diferencia entre las amplitudes, como ya se ha observado anteriormente, puede deberse a

una disminucion en la expresion del constructo por un envejecimiento de los nematodos (Figura 3.22 D).
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Adicionalmente, medimos los niveles de ARNm para lin-42b bajo condiciones ciclicas (LO/FC) y bajo
condiciones constantes (OO/CC), se realizd la toma de muestra cada 4 h, empezando en ZT:1 (10 h),

seguidamente se realizo la extraccion de ARN total (ver en Materiales y métodos) (Figura 3.23 a).

Al analizar los niveles de expresion del ARNm de /in-42b durante la fase ciclica, se encontré un pico
de expresién a ZT=9 h (que corresponde a la fase diurna del ciclo). Sin embargo, bajo condiciones
constantes no se encontrd ninguna diferencia significativa entre los diferentes puntos horarios. Al analizar
los ritmos de expresion con MetaCycle en R studio, no se encontré un ritmo significativo (Figura 3.23 b).
Posteriormente, se decidio analizar la diferencia en los niveles promedios del ARNm para lin-42b durante
el dia y la noche, bajo condiciones ciclicas y bajo condiciones constantes. Para ello, se tomaron los niveles
de expresion del ARNm durante el dia y la noche, y se realizd un promedio de la expresion bajo LO/FC y
0OO0ICC (Figura 3.23 c). No se encontraron diferencias significativas en los niveles de expresion del ARNm
del gen lin-42 durante la fase ciclica, tampoco se observaron diferencias significativas bajo condiciones

constantes.
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Figura 3. 23. Ritmos de expresion del ARNm del gen lin-42b. a. Esquema de la toma de muestra del
ARNm, los nematodos se crecieron bajo el ciclo dual de luz y temperatura. Los huevos fueron recolectados
de nematodos adultos. Luego, las larvas L1 fueron crecidas en placas de Petri NGM con comida. En el
estadio L4 los nematodos fueron pasados a 4 Erlenmeyer (n=4) con medio de luminiscencia sin luciferina,
se dejaron en agitacion durante un dia y al dia siguiente se comenzd la toma de muestra en ZT=1 (flecha
roja). Se tomd muestra cada 4 h durante un dia bajo condiciones LO/FC y un dia mas bajo condiciones
constantes OO/CC. Se repitieron los dos primeros puntos del dia subjetivo. b. Niveles promedio de
expresion del ARNm de lin-42b (n=4) cada 4 h bajo LO/FC y OO/CC, horario ZT. ANOVA de una via,
Turkey’s multiple comparisons test, *p=0.0310. ¢. Promedio de la expresion del ARNm para el dia y la
noche ajo condiciones LO/FC y OO/CC. ANOVA de 2 vias, Sidak’s multiple comparisons test, ns.
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Discusion

El nematodo C. elegans es un modelo experimental practico y versatil para la investigacion en
general, ya que su mantenimiento en el laboratorio es simple y poco costoso. Ademas, es un animal
totalmente transparente, tiene un ciclo de vida corto y su genoma se encuentra secuenciado. En particular,
es ampliamente utilizado en el estudio de las neurociencias, ya que tiene un sistema nervioso compacto y

simple formado por 306 neuronas de las cuales se conocen todo su conectoma. Por lo tanto, es un modelo

atractivo para ser utilizado en el area de la Cronobiologia.

Diferentes investigaciones han arrojado evidencias de que C. elegans posee multiple
comportamientos circadianos, incluyendo ritmos de actividad locomotora bajo condiciones ciclicas y
constantes [171], en el estado de oxidacion de la enzima peroxirredoxina (PRX) [173], en el comportamiento
de actividad olfatoria [173], defecacion y bombeo de la faringe [175-177], en los niveles de melatonina [178],
entre otros. Ademas, en nuestro laboratorio se ha estudiado la participacion del neuropéptido PDF (del
inglés: Pigment-dispersing factor) en la generacién y sincronizacion de los ritmos circadianos en el
nematodo [267]. Otro estudio reciente nuestro demostréd que el promotor del gen sur-5 posee ritmos
robustos a lo largo del dia [183]. Gracias a la implementacién de un sistema reportero basado en
bioluminiscencia se logro llevar a cabo ritmos luminiscentes bajo periodos prolongados de tiempo, y de
forma continua. Asi, se encontrd que la expresion del gen sur-5 tiene un periodo enddgeno cercano a las
24 h, que puede ser sincronizado por ciclos duales de luz/oscuridad y temperatura (LO/FC) [183]. Ademas,

se demostré que el periodo enddgeno se mantiene bajo un rango de temperaturas fisiolégicas.

Estos resultados alentadores abren la puerta para proponer al nematodo C. elegans como un
modelo dptimo para ser utilizado en cronobiologia. Sin embargo, queda por abordar el estudio sobre qué
proteinas estan involucradas en la generacion de los ritmos circadianos en estos animales. Conocer cuales
son los mecanismos moleculares que gobiernan los ritmos de salida del reloj biolégico de C. elegans nos

permitira seguir avanzando en la cronobiologia de estos animales.

Un estudio exhaustivo de bioinformatica realizado por nuestro laboratorio y otros grupos nos permitio
encontrar los genes candidatos para ser investigados [185, 268]. Se encontraron en el nematodo genes
homologos a las proteinas del reloj central de mamiferos y Drosophila. Dentro de las proteinas encontradas,
LIN-42 fue la de mayor relevancia, ya que es homologa a la proteina PER (PERIOD). PER cumple funciones
muy importantes en el mantenimiento del ritmo circadiano en diferentes organismos [269-271]. Como ya se
menciono, PER tiene aproximadamente 260 aminoacidos de longitud y posee dos dominios importantes
para su funcionamiento: el dominio PAS (Period/Ant/Sim) de interaccién proteica, y los dominios SYQ/LT
(Ser-Tyr-GIn y Leu-Thr), también llamado CKBD (por sus siglas en inglés, “Casein Kinase Binding Domain”),
necesarios para la interaccion con otras proteinas reloj incluyendo CLOCK, CRY y Caseina quinasa 1¢/6

en moscas y mamiferos [204-206]. El dominio PAS contiene dos regiones repetidas de 50 aminoacidos,
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conocidas como PAS Ay PAS B [210, 211]. Ademas, la region PAS contiene el dominio de localizacion
citoplasmatico CLD [212]. En humanos y D. melanogaster, el dominio PAS de la proteina PER es requerido

para mantener los patrones de expresion en la oscilacion de los genes circadianos [207-209].

Estudios realizados en el nematodo demostraron que la proteina LIN-42 cumple funciones
importantes, como por ejemplo en la coordinacion temporal de los cambios de muda durante el desarrollo
[216], asi como en los estadios de suefio —llamados letargos— que ocurren entre los periodos de cambio de
muda [216, 217]. Adicionalmente, estudios realizados por nuestro laboratorio arrojaron evidencias de que
una mutacién en /in-42 produce alteraciones en los ritmos de actividad locomotora de los nematodos [171],

pero hoy en dia su funcion en el reloj biologico de C. elegans no ha sido estudiada en profundidad.

En el presente capitulo de tesis se utilizo el reportero luminiscente para continuar estudiando el rol
de la proteina LIN-42 en el sistema circadiano de C. elegans. En primer lugar, se gener6 una linea
transgénica que contiene el reportero psurb::luc::gfp integrado al genoma de los nematodos mediante
radiacion UV, y se la compar6 de manera circadiana con una linea previamente caracterizada en el
laboratorio que se integrd espontaneamente con el constructo psurb::luc::gfp. Los resultados obtenidos
mostraron que bajo condiciones ciclicas de LO/FC y bajo condiciones constantes (OO/CC, 17°C) ambas
cepas arrojaron valores similares en el porcentaje de poblaciones sincronizadas, ritmicas y entrenadas.
Tampoco se encontraron diferencias significativas en el periodo de luminiscencia enddgeno: ambas cepas
tienen un periodo endégeno cercano a las 24 h y un pico de actividad de luminiscencia del promotor sur-5
durante la fase nocturna. Estos resultados son consistentes con lo reportado previamente por nuestro
laboratorio, donde se ha observado que nematodos crecidos bajo un ciclo de luz/oscuridad tienen un ritmo
circadiano de actividad locomotora con un periodo enddgeno cercano a las 24 h'y con un pico de actividad

durante la fase nocturna del ciclo [171].

Por otro lado, una propiedad fundamental de los ritmos circadianos es la capacidad de continuar
ciclando en ausencia de sefiales ambientales externas. Para comprobar que efectivamente éste era el caso
para los ritmos de luminiscencia de ambas cepas integradas (espontanea y por radiacion UV), se repitieron
los ensayos en condiciones constantes (oscuridad y 20°C), utilizando un luminémetro diferente que posee
un control muy preciso de las condiciones constantes, tanto de oscuridad como de temperatura. Al
comparar los ritmos de luminiscencia de las cepas en estudio, no se observaron diferencias significativas

en el periodo promedio de luminiscencia enddgeno, ni en el porcentaje de nematodos ritmicos.

Una particularidad de estos experimentos es la baja proporciéon de poblaciones en la cual la
luminiscencia muestra una clara correlacion de fases antes y después de que los nematodos fueran
liberados en oscuridad y temperatura alta constante, indicando que en la mayoria de las poblaciones
registradas no hay un entrenamiento verdadero, sino una respuesta de tipo enmascaramiento. Ademas, se

observé una baja en la amplitud del ritmo de luminiscencia muy marcada en condiciones constantes, lo cual
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puede deberse a que los estimulos de luz y temperatura podrian estar activando la transcripcion de sur-5.
A pesar de la caida de la sefial bajo condiciones constantes, se pudo encontrar una oscilacion marcada y

determinar las variables de la oscilacién, como el periodo, la acrofase y la amplitud.

Para estudiar el rol de la proteina LIN-42 en el sistema circadiano de C. elegans, se utiliz6 la cepa
integrada por radiacion UV como cepa control de los experimentos. Al registrar las diferentes cepas
mutantes de lin-42, se encontré un cambio marcado en el periodo endégeno para lin-42(0x461), con un
periodo significativamente mas largo en comparacion con el control; también mostré una disminucion en el
porcentaje de nematodos entrenados. Si bien las poblaciones ritmicas no variaron con respecto a la cepa
control, la cantidad de nematodos que mantuvieron la acrofase en condiciones constantes es ampliamente
mas baja que la cepa control. El cambio en la acrofase bajo condiciones constates puede deberse al cambio

en el periodo observado.

En resumen, una disminucion en la expresion total de LIN-42 podria generar una desaceleracion del
reloj circadiano del nematodo, provocando un periodo endégeno mayor a 24 h, y una mayor proporcién de
nematodos enmascarados. En otros modelos experimentales, como roedores, se encontrd que la supresion
de mPer1y mPer2 abole por completo la funcién del reloj circadiano [272]. Por otro lado, en Drosophila
mutaciones en sitios especificos de la proteina PER generan alteraciones en el ritmo de actividad
locomotora endégeno, produciendo alargamiento o acortamiento del periodo, por ejemplo, una mutacion
en la Ser589 modificada por Asn/Ala en PER genera una desestabilizacién en la proteina y produce un
ritmo comportamental ~19 h [45, 273], similarmente una mutacién en la Ser596 por modificacion con una
Ala en PER, produce una desestabilizacion de la proteina y una disminucién del ritmo comportamental de
~16 h [274]. Contrariamente, una mutacion en Serd7 por una Ala en la proteina PER, genera un
alargamiento del ritmo comportamental de ~30 h, estabilizando la proteina [272, 274-277]. En ratas, una
mutacién en la Ser478 por una Ala, produce un alargamiento del ritmo de comportamiento de ~1 h [278].
En humanos, una mutacién en la Ser662 por una Gly, conlleva a un avance de la fase del ritmo de la
actividad locomotora de ~4 h [279] (Tabla 3.1). Estos datos sugieren que una modificacion en los sitios de
fosforilacion de PER produce un cambio en el periodo en diferentes organismos, dando cuenta de la
importancia de la regulacién post-traduccional de PER para el mantenimiento correcto de los ritmos

circadianos.

99



Tabla3.3 Fenotipos circadianos en resultado de mutaciones en Per en Drosophila, humanos y ratones

Especie/ mutacion Proteina mutada Fenotipo circadiano Impacto en la Estabilidad de PER
. . PER Ser589 — ; : :
Drosophilalperiod AsniAla ~19h ritmo comportamiento desestabiliza
Drosophila/period PER Serd7 — Ala ~30h ritmo comportamiento estabiliza
PER Ser596 —
Drosophila/period Ala ~16h ritmo comportamiento desestabiliza
PER —_ ~4h a f I
HumanosPer2 FASPS ER Ser662 avance de fase en los ritmos B
Gly comportamentales
78 — 6 ma 2
Rafas/Per? PER2 Ser478 h mas largo el ritmico ek
Ala comportamental

Tabla 3. 3. Datos de los fenotipos circadianos de mutaciones en PER en diferentes organismos. Cuadro
modificado del paper Narasimamurthy R, et al., 2021.

El mutante lin-42(0x461) posee una delecién total del gen lin-42, y por lo tanto no contiene el dominio
PAS ni el dominio de unién SYQ/LT (también llamado CKBD, “Casein Kinase Binding Domain”). Nuestros
resultados indican que LIN-42 estaria involucrada en mantener la funcionalidad del reloj circadiano, y que
ambos dominios, tanto PAS como SYQ/LT, serian necesarios para la funcién circadiana de LIN-42. Esto

da pie a estudiar las quinasas, en particular KIN-20, como se hara en el capitulo siguiente.

Los dominios PAS y SYQ/LT son requeridos para mantener los ritmos circadianos en mamiferos y
Drosophila [269-271]. En el nematodo se ha reportado evidencia de que la region SYQ/LT es mas
importante para el desarrollo del nematodo que el dominio PAS [213]. El fenotipo aberrante de arresto larval
durante el desarrollo en el mutante lin-42(ve11), el cual posee una mutacién en el dominio SYQ/LT, puede
ser rescatado por la sobre-expresion de la isoforma a, que codifica el dominio SYQ/LT. También la sobre-
expresion de la isoforma a puede rescatar al mutante /in-42(n1089), que tiene una delecién en la isoforma
¢, que codifica para el dominio PAS. Los nematodos rescatados presentan un desarrollo normal, sin un

arresto larval y con una puesta de huevos similar a la cepa wild-type [213].

Por lo tanto, decidimos estudiar el rol de los dominios PAS y SYQ/LT en los ritmos circadianos de
luminiscencia del promotor sur-5 en el nematodo adulto, y para ello utilizamos los mutantes lin-42(0k2389),
el cual tiene una delecién en el dominio SYQ/LT, y lin-42(n1089), el cual posee una delecion en el dominio
PAS.

Al estudiar las cepas lin-42(0k2385) y lin-42(n1089) no se observaron cambios significativos en el
periodo de luminiscencia, ni en el porcentaje de nematodos sincronizados, ritmicos y entrenados. Sin
embargo, se observé un retraso de fase para ambas cepas mutantes de /in-42. Estos resultados nos
indicarian que una deficiencia en el gen lin-42 afecta la fase del ritmo bajo condiciones ciclicas. Bajo
condiciones constantes no se pueden sacar conclusiones ya que las acrofases son muy dispersas (test de
Rayleigh R<0,5).
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El gen lin-42 posee 7 isoformas diferentes (isoformas a-f). Las mas estudiadas, por su mayor
relevancia en el nematodo, son las isoformas a, b y c. Las diferentes isoformas se generan por splicing
alternativo y cada una de ellas posee un dominio diferente: lin-42a contiene el dominio SYQILT, lin-42c
contiene el dominio PASA y PASB, y lin-42b que posee ambos dominios [213]. lin-42(0x461) tiene una
delecion completa en el gen de lin-42, 1o que significa que no contiene las isoformas a, b y ¢, es decir no
tiene el dominio PASA/PASB ni el dominio SYQ/LT. Nuestros resultados indican un efecto importante en la
cepa lin-42(ox461), con un fenotipo circadiano significativo, que puede deberse a que no expresa ninguna
de las 3 isoformas. Por el contrario, en los mutantes /in-42(n1089) y lin-42(ok2385), la baja expresion de
una de las isoformas de lin-42 puede llegar a ser compensado por la expresién del resto de las isoformas
que se mantienen intactas en el nematodo. En otras palabras, las diferentes isoformas pueden también
regularse unas a otras para generar la expresion y el funcionamiento adecuado de LIN-42, y solo en el caso
que no se encuentren expresadas las 3 isoformas se genera una alteracion en los ritmos del nematodo

adulto.

Ademas, se ha demostrado que el mutante nulo lin-42(0x461) muestra un arresto larval, retraso en
el tiempo de desarrollo, efectos en el cambio de muda y una menor puesta de huevos, en todos los casos
con un fenotipo mas marcado que los mutantes lin-42(n1089) y lin-42(0k2385). En comparacion, lin-
42(n1089) tiene un fenotipo mas leve que el mutante lin-42(0k2385), donde se observa que los animales
tienen un arresto larval y defectos en el cambio de muda, este fenotipo aberrante no es encontrado en lin-
42(n1089) [214, 216, 264]. De estos resultados se puede deducir que la isoforma a, que posee el dominio
SYQILT y se encuentra expresada en el mutante /in-42(n1089) pero no esta expresada en el mutante /in-
42(0k2385), tenga mayor relevancia a la hora de mantener los ritmos en el desarrollo que la region PAS,
presente en la isoforma c. Una de las hipdtesis desarrolladas es que la region SYQ/LT actle como un
bloqueador de los activadores transcripcionales, como ocurre con PER con el heterodimero BMAL-1/CRY.
Por otro lado, el dominio PAS podria estar involucrado en la mejora del funcionamiento de la region SYQ/LT

0 permitiendo el acceso de otras proteinas target [264].

El fenotipo mas marcado del mutante lin-42(0x461) en el arresto larval y en el cambio de muda
previamente reportados [264], coindice con los resultados encontrados en el presente trabajo, ya que el
mutante nulo muestra un mayor efecto sobre los ritmos circadianos de luminiscencia del promotor sur-5.
Extrafiamente, no se encontrd un cambio significativo en los ritmos de luminiscencia del promotor sur-5 del
nematodo mutante lin-42(0k2385), el cual presenta problemas marcados en el desarrollo [264]. Ademas,
se ha reportado que nematodos de la cepa lin-42(n1089) tienen un periodo endoégeno mas largo que el de
la cepa N2 en los ritmos de actividad locomotora [171]; sin embargo, no hemos encontrado un efecto en
los ritmos circadianos de luminiscencia del promotor sur-5 en el mutante /in-42(n1089). Esto puede deberse

a que la dispersion en los periodos endégenos para los nematodos sea demasiado amplia como para poder
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distinguir una diferencia significativa, asi, es necesario tener un cambio de periodo de varias horas para

poder encontrar un cambio significativo.

Para corroborar que el fenotipo encontrado en el mutante lin-42(0x461) realmente se debia a una
delecion total del gen lin-42, se generd un rescate con una sobre-expresion del locus lin-42b (cepa
VQ1484). Se realizd el rescate con la isoforma b ya que posee la mayor homologia con Period de
mamiferos y Drosophila. Estudios previos mostraron que el mutante nulo puede ser rescatado eficazmente
con la isoforma b [264]. Cuando se analizaron poblaciones de estos nematodos bajo el ciclo LO/FC y luego
bajo condiciones constantes (oscuridad y 17 °C), el fenotipo defectivo de los mutantes fue rescatado
parcialmente. La cepa de rescate mostro un periodo enddgeno cercano a las 24 horas, y un porcentaje de
nematodos entrenados similar a la cepa control. Si bien la cepa de rescate tiene un periodo endoégeno
cercano a 24 horas, no mostrd diferencias significativas con la cepa lin-42(0x461), lo que podria deberse a
una expresion ligeramente diferente del transgén en comparacién con la cepa de tipo salvaje. Esto ocurre
normalmente con los rescates genomicos de C. elegans mutantes, debido a la expresiéon mosaico del
arreglo extracromosomal que se forman en las lineas transgénicas generadas por microinyeccion
(WormBook, http://www.wormbook.org).

La sobre-expresion de lin-42b, lin-42a y lin-42¢c no afecta el periodo enddgeno en el ritmo
transcripcional del gen sur-5. La sobre-expresion de lin-42a y lin-42c genera un cambio de fase y una
disminucién en la poblacion de nematodos entrenados, estos resultados son controversiales, ya que una
disminucién en la expresion de lin-42ay lin-42c, no produce un cambio en la acrofase, ni en la poblacién
de nematodos entrenados. Estos resultados indican que un aumento en los niveles basales de LIN-42 no
afecta los ritmos de luminiscencia de sur-5 en poblaciones de nematodos sincronizadas a un ciclo dual de
luz/oscuridad y temperatura.

En otros modelos experimentales, tales como moscas y mamiferos, se ha demostrado que tanto
PER como el ARNm Per oscilan a lo largo del dia. En particular, en ratones tanto la expresion del ARNm
Per como de la proteina PER es ciclica, teniendo un pico de expresion en la mitad de la noche [280]. En
Drosophila, el ARNm Per tiene un pico de expresion durante el dia y PER durante la noche [49, 281-283].
Similarmente a lo que sucede en Drosophila, en ratas se ha demostrado que el ARNm Per tiene un pico de
expresion durante el dia, y la expresion de PER tiene un pico durante la noche, teniendo un desfasaje de 4

h entre la transcripcion del ARNm y la expresion de la proteina [284].

En C. elegans, los niveles de ARNm de Lin-42 y de la proteina LIN-42 oscilan durante la etapa del
desarrollo, teniendo un pico de expresidn en los cambios de muda [187]. Sin embargo, la oscilacién de /in-
42 en el estadio adulto no ha sido estudiada hasta el momento. Para ello, determinamos la expresion del
promotor de lin-42 utilizando el arreglo extracromosomal plin-42::luc::gfp::pest. Los resultados obtenidos

mostraron que la expresion del promotor de lin-42 es ritmica y con un periodo cercano a las 24 h con un
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pico de expresion durante el dia bajo condiciones ciclicas (LO/FC). Sin embargo, al estudiar los ritmos
transcripcionales de lin-42b a través de la expresion del ARNm, no observamos un ritmo ni bajo condiciones
ciclicas, ni bajo condiciones constantes, solo se encontr6 un pico significativo durante la fase diurna bajo
condiciones ciclicas. Esta diferencia entre la oscilacion transcripcional del promotor y el ARNm de lin-42b,
puede deberse a que los niveles de ARNm de lin-42 disminuyen ampliamente en el estadio adulto en
comparacién con la etapa del desarrollo [187], esta disminucion marcada puede generar una dificultad para
ver una oscilacion en el estadio adulto. Por otro lado, se observé una baja cantidad de nematodos
sincronizados para el gen reportero lin-42. Esto puede deberse a la baja expresion del constructo plin-
42::luc::gfp:.pest, que produce una disminucion en la deteccidn del equipo, ya que lin-42 es solo expresado
en algunas regiones del nematodo adulto, como las seam cell, la faringe, neuronas y células somaticas
[187]. Por lo tanto, es de esperar que, en el estadio adulto (en el cual se llevaron a cabo los experimentos)
los niveles de expresion de luciferasa bajo el promotor de /in-42 sean bajos y afecten asi la deteccion en el

[umindémetro.

En conclusion, una delecién completa de lin-42 genera una alteracion de los ritmos circadianos de
luminiscencia para el promotor sur-5 en el nematodo adulto, produciendo un alargamiento del periodo
enddgeno y un aumento en la cantidad de nematodos con ritmos enmascarados. La sobre-expresion de la
isoforma b en el lin-42(0x461) recobra los valores normales del periodo endégeno del ritmo de luminiscencia
y el porcentaje normal de nematodos entrenados. Por el contrario, una delecion solo en uno de los dominios,
PAS o SYQLT, no afecta los ritmos de luminiscencia para el promotor sur-5. El aumento de los niveles
basales de lin-42 no afecta los ritmos transcripcionales del gen sur-5. Si bien, el ARNm de /in-42b parece
no tener una oscilacion en el estadio adulto, el promotor de lin-42 tiene un ritmo de luminiscencia claro bajo
condiciones ciclicas y bajo condiciones constantes, con un periodo endégeno cercano a las 24 h y con un
pico de actividad marcado durante la fase diurna (Figura 3.24). En base a estos resultados, podemos decir
que la proteina PERIOD es un componente esencial del reloj que se ha mantenido evolutivamente

conservado en los diferentes organismos, desde mamiferos hasta el nematodo C. elegans.
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Cambio de
periodo

Sin cambio
de periodo

Disminucion
nematodos
entrenados

Sin cambios
nematodos
entrenados

Ritmico

Sin Ritmo

104



.Capitulo 2.

Rol de la proteina KIN-20 en los ritmos

circadianos de C. elegans
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Introduccion

Los osciladores circadianos regulan un amplio numero de funciones fisiolégicas, tales como el suefio y
el metabolismo, en la mayoria de los organismos —desde bacterias hasta humanos— [271]. Estos
osciladores generan cambios diarios (llamados ritmos circadianos) en diferentes procesos bioquimicos,

fisiolégicos y comportamentales.

Los cambios diarios estan regulados por un reloj central, y el mecanismo molecular que regula estos
cambios contiene elementos positivos y negativos que forman un /oop de retroalimentacién a nivel
transcripcional y traduccional (TTFL, TranscriptionTranslation Feedback Loop) [285]. Ademas del TTFL, la
regulaciéon post-transcripcional de las proteinas reloj desempefia un papel importante en ajustar la
maquinaria molecular circadiana [286-288). Estas modificaciones tienen un rol esencial en la regulacion,
localizacién celular y actividad transcripcional de las proteinas reloj, asi como también en la interaccion con
otras proteinas. Ademas, las modificaciones post-transcripcionales de las proteinas reloj estan implicadas

en la regulacion de los input y output del reloj circadiano [289-291].

La funcién de varias proteinas reloj de mamiferos, tales como CLOCK, BMAL-1, PER y CRY, estan
reguladas por la fosforilacién a través de diferentes quinasas [286-288]. La primera vez que tomé relevancia
la fosforilacion de las proteinas reloj en el sistema circadiano de mamiferos fue con el mutante fau, que
genera un fenotipo de periodo corto en los hamsteres sirios [292]. El mutante tau tiene una mutacion en la
enzima caseina quinasa 1¢ (CKle) la cual fosforila a PER. El fenotipo de periodo corto observado en el
mutante tau, de 22 h en la cepa heterocigota y de 20 h en el mutante homocigota, es debido una baja tasa
de fosforilacion de PER mediada por la CKle. Diversos defectos en la fosforilacion de proteinas reloj han
sido implicados en desordenes en el suefio en humanos. Una mutacién sin sentido en el gen per2 esta
asociada con el sindrome de adelanto de la fase de suefio. La mutacién en per2 hace que la fosforilacion
de la proteina sea menos eficiente en comparacion con la proteina wild-fype [293, 294]. Ademas, se ha
demostrado in vitro que una mutacion en per2 produce una disminucién en la capacidad de PER de ser
fosforilado. Adicionalmente, un polimorfismo en per3 sobre la regidn de unién ha CKle esta asociado con el
sindrome de retraso de la fase de suefio [295]. CKle interacciona y fosforila especificamente a PER1, PER2
y PERS, y de esa forma las regula de manera diferencial [286-288, 296, 297]. Cuando CK1¢/d interacciona
con PER1-2 y las fosforila, induce la rapida degradacion de las proteinas via proteosoma. Contrariamente,

la fosforilacion mediada por CK1¢/6 sobre PER3 genera que esta se transloque hacia el nucleo [58].

En Drosophila, la proteina DBT tiene amplia homologia con CKle/d de mamiferos [52, 53]. Una mutacion
al azar en DBT, genera un periodo circadiano largo y un comportamiento arritmico [298]. En la siguiente
tabla 4.1 se presentan las mutaciones encontradas en CK1 y sus efectos en el fenotipo circadiano de

mamiferos y moscas.
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Tablad.1 Fenotipos circadianos en resultado de mutaciones en CK1 en Drosophila, humanos y ratones

Impacto en la
ie/ i6 Protei tad Fenotipo circadi
Especie/ mutacion roteina mutada enotipo circadiano Estabilidad de PER
Drosophila/CK1 dle - doubletime Metd7 — : : e
P ) ~27h ritmo comportamiento estabiliza
doubletime lle
Drosophila/CK16/ - doubletime Pro47— : . :
: ~18h ritmo comportamiento desestabiliza
doubletime Ser
Hamster/Ck1 ¢ tau CK1e Arg178 — Cys ~20h ritmo comportamiento desestabiliza
Mouse/CK1 ¢ tau CK1e Arg178 — Cys ~20h ritmo comportamiento desestabiliza

Humanos/CK1 5 FASPS CK15 Thrdd— Ala e e —
comportamentales

Tabla 4. 1. Datos de los fenotipos circadianos de mutaciones en CK1 en diferentes organismos. Cuadro
modificado del paper Narasimamurthy R et al., 2021.

Ademés, se ha demostrado que solo PER monomérico es sustrato para DBT; cuando PER esta
formando un dimero no puede ser fosforilado por DBT, por ejemplo, cuando las proteinas PER y TIM
interaccionan, PER es estable y se produce su translocacion al nucleo. De igual forma, PER de mamiferos
puede generar dimeros PER-PER o PER-CRY; cuando PER esta formado un dimero es escasamente
fosforilado por CK1 [296]. Adicionalmente, se ha demostrado que la CK1 es una proteina constitutiva: tanto
los niveles del ARNm de DBT en Drosophila como los niveles de la proteina CK1¢ en el cerebro del hdmster

se mantienen constantes a lo largo del dia [53, 58].

CK1¢/d posee un dominio caseina quinasa (CK), dominio catalitico, y un dominio C-terminal (CTDs, por
sus siglas en inglés, RNA polimerase C-terminal domain, dominio C-terminal ARN polimerasa). Se ha
demostrado que estas regiones CTD son importantes para el correcto funcionamiento catalitico de la CK1.
Efectivamente, la CK1 puede ser autofosforilada en el dominio CTD, produciendo una inhibicion de la
funcion catalitica de la CK1 sobre las proteinas sustrato [299-301] (Figura 4. 1). Es decir, que CK1 es
inactivada cuando el sitio CTD es completamente autofosforilado [302]. Un estudio reciente ha reportado
que la autoinhibicion de la actividad catalitica de CK1¢/d, por la autofosforilacién, determina el periodo de

los ritmos circadianos en mamiferos [303].
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Figura 4. 1. Mecanismo de Autofosforilacién de CK1. A. CK1 interacciona con PER a través del dominio
CK1BD (A-B). CK1 se puede autofosforilar por su sitio catalitico en la region C-terminal, cuando la regiéon C-
terminal esta altamente fosforilada se bloquea la actividad quinasa de CK1 (1), si la region C-terminal no esta
fosforilada CK1 esta activa, y fosforila a PER en el sitio 478S o en sitio S659 (2). Imagen modificada el paper
Rajesh Narasimamurthy et al. 2021.

Algunos estudios realizados con inhibidores farmacolégicos para CK1 —como CK16 (PF670462 IC50=
13 nM) y CK1¢ (PF4800567, IC50= 32nM)- demostraron que el inhibidor de CK1¢ tiene un efecto leve en
el cambio de periodo, mientras que el inhibidor de CK16 produce un alargamiento del periodo [304], dando
idea de que CK13 es la principal quinasa que gobierna el periodo circadiano en mamiferos. Esto sugiere
que las quinasas CK1¢ y CK1d tienen un rol en la determinacion del periodo circadiano en mamiferos; sin

embargo, no queda claro como se produce la regulacion de estas proteinas.

En C. elegans, la proteina KIN-20 tiene alta homologia con la proteina CK1¢/6 de mamiferos y con DBT
de moscas [185, 213]. KIN-20 tiene 7 isoformas (isoforma A-G) que poseen diferentes 5y 3'UTRs, con
patrones de variacion de splicing y longitud. Ademas, la secuencia interna (exén 2-4) de todas las isoformas
es compartida, dicha region posee el dominio quinasa. Esto genera que haya tres pares de isoformas (A/E,
C/B y DIFIG) que comparten los exones 2-5. Ademas, uno de los miembros de los pares (isoforma A, Cy
D) comparte el exon 1, mientras que los otros miembros (E, B y F) inician su transcripcion con un codén
inicial AUG en el nucleétido 6 en el exon 2. La isoforma G no comparte el exon 1 con ninguna de las otras
isoformas (Figura 4.2) [305].
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Figura 4. 2. Isoformas de KIN-20. Se observan los esquemas de las secuencias de las isoformas de KIN-20. KIN-20
posee 7 isoformas (a, b, ¢, d, e, f.1, f.2, g), los exones 2-4 son compartidos en todas las isoformas, las isoformas A, C
y D comparten el exdn 1, el resto de las isoformas su transcripcién empieza a partir del exén 2, la isoforma G tiene un
exén 1 diferentes al resto de las isoformas. Se indica también dos de los mutantes utilizados en este trabajo (0k505).

Figura modificada de Worm Base: https://wormbase.org.

La proteina KIN-20 interviene en el desarrollo del nematodo y en la formacién de las seam cell, pero
no participa en la generacién de la estructura denominada alae, la cual, como fue mencionado, se forma
en el Ultimo estadio del desarrollo a partir de la fusidn de las seam cell [305, 306]. Experimentos de RNAI
contra KIN-20 mostraron una alteracion en el tiempo del desarrollo de C. elegans [305]. Por otro lado,
estudios recientes demostraron que KIN-20 regula la expresion de LIN-42 y algunos microRNAs tales como
let-7 y lin-4, activandolos por via postranscripcional [306]. Contrariamente, LIN-42 inhibe la expresion del
microRNA fet-7 [218-220]. Esto indicaria que las proteinas KIN-20 y LIN-42 modulan la expresion de los
microRNAs por diferentes vias. Adicionalmente, se ha encontrado que nematodos mutantes de KIN-20
tienen disminuida la expresion de LIN-42 en los estadios L3 y L4, lo que indicaria que KIN-20 actuaria
activando la expresion de LIN-42 en esos estadios del desarrollo [306]. Ademas, se observo que KIN-20
se expresa durante todos los estadios del desarrollo; de las 6 isoformas, la isoforma B es la que posee

mayor expresion en todos los estadios del desarrollo de C. elegans [306].

Por otra parte, la proteina KIN-20 participa en la via de sefalizacion Wnt (Wingless). Esta via -
conservada en diferentes especies— controla varios procesos como el crecimiento celular, oncogénesis y
desarrollo [307, 308]. Los ligandos involucrados en la via de sefializacién Wnt forman complejos con
receptores de la familia Fizzled [307, 309], y la sefial es traducida por la proteina dishevelled (DSH). DSH
inhibe a la enzima glucdgeno sintetasa-3-quinasa (GSK-3), homdloga a la proteina SHAGGY (SGG) que
interviene en los ritmos circadianos de Drosophila. Cuando la proteina WNT no se encuentra presente, la
enzima GSK-3 fosforila a la catenina [ para su posterior degradacion via proteosoma [310]. Por el contrario,
cuando WNT esta presente, la proteina DSH inhibe a GSK-3 generando un aumento en los niveles de

catenina B. Luego, la catenina {3 ingresa al nlcleo y se une con factores de transcripcion de la familia
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TCF1/LEF1 (T cell factor- Lymphoid enhancer factor). La via de sefializacion Wnt cumple un rol en el
desarrollo del C. elegans, donde interviene en la ubicacion especificas y la migracién de los diferentes tipos

celulares [193].

Si bien se ha estudiado ampliamente la funcién de KIN-20 durante el desarrollo de C. elegans, se
encuentra escasamente estudiado cual es su rol en los ritmos circadianos del nematodo adulto. Estudios
previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que estos ritmos se ven afectados con la
incorporaciéon de un inhibidor especifico de la CK1¢/6 [183]. El inhibidor PF-670462 es un modulador
farmacologico del periodo circadiano en varias especies; el tratamiento con PF-670462 en nematodos
adultos induce un alargamiento del periodo en los ritmos transcripcionales de sur-5 bajo condiciones
constantes, y este efecto es dosis dependiente (control: 24.5 h £ 0.2; 5uM PF-670462: 27.5 h £ 0.4; 10uM
PF-670462: 30.9 h £ 0.5) (Figura 4.3).
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Figura 4. 3. Ensayos de luminiscencia revelan un ritmo robusto bajo condiciones constantes que puede ser
modulado farmacol6gicamente por la aplicacién del inhibidor especifico de CK1e/d. Los nematodos fueron
crecidos bajo un ciclo dual de luz y temperatura (LO:FC, 12 h:12 h, 18.5°C/20°C), en placas de Petri de NGM con
E. coli (HB101). Luego, los nematodos en estadio L4 GFP positivos fueron seleccionados individualmente y
transferidos al medio de luminiscencia liquido, la sefial fue monitoreada en condiciones constantes (oscuridad y
20°C) durante 7 dias. A. Actividad de luminiscencia promedio en ensayos con un nematodo bajo condiciones
constantes con vehiculo (agua; linea azul; n=12), 5 uM PF-670462 (linea verde; n=8), 10 uM PF-670462 (linea
roja; n=10). B. Promedio del periodo de la actividad del reportero bajo condiciones constantes (puntos azules,
245 + 0.2 h; n=12) y tratados (puntos verdes, 27.5 + 0.4, n=8 y puntos rojos, 30.9 + 0.5, n=10). PF-670462
demuestra un alargamiento del periodo circadiano significativo (***P< 0.001 vs vehiculo; ANOVA de una via con
test de Dunnett’s).

Los estudios previos arrojaron indicios de que KIN-20 estaria implicada en la regulacién de los ritmos
circadianos del nematodo. En el presente capitulo nos proponemos investigar con mayor profundidad el rol
de KIN-20 en los ritmos circadianos del nematodo adulto, centrandonos en ritmos de luminiscencia en cepas

mutantes para la proteina KIN-20.
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Objetivos del presente capitulo

Estudiar la regulacion circadiana de la expresion génica del gen sur-5 bajo ciclos de
luz/oscuridad y temperatura en lineas mutantes para la proteina KIN-20.

Evaluar el efecto del rescate del fenotipo mutante kin-20 sobre la sincronizacion y ritmicidad
circadiana.

Evaluar el efecto de la sobreexpresion de distintas isoformas de KIN-20 sobre la sincronizacion
y ritmicidad circadiana.

Estudiar los ritmos transcripcionales el gen kin-20 bajo ciclos de luz/oscuridad y temperatura.
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Materiales y Métodos

Cepas de nematodos

Los nematodos transgénicos utilizados en este trabajo fueron generados por la técnica de
microinyeccion estandar [240, 241], mediante una colaboracion con el laboratorio de la Dra. Claire Bénard,
del Département des sciences biologiques, Université du Québec a Montréal, Canada. La cepa N2 Bristol
(wild-type), y el mutante kin-20(0k505) fue obtenido del Caenorhabditis Genetics Center (CGC, Universidad
de Minnesota, Estados Unidos, https://cgc.umn.edu). El mutante kin-20(ox423) fue cedido por el laboratorio
de Erik M. Jogersen [311].

La cepa kin-20(0k505) posee una delecién de 2.2 kb en la secuencia del gen que remueve casi toda
la secuencia de la proteina, y la cepa kin-20(0x423) posee una mutacion puntual (Q344stop) la cual produce
un coddn de stop en el exon 3 del gen kin-20. Ambas cepas fueron cruzadas con la cepa VQ1310 (qvis8
[psurb::luc::gfp]). Los métodos de cruzamiento se encuentran detallados en la seccion “Materiales y
Métodos: cruce de cepas mutantes”. Luego del cruce, se chequearon las placas que eran 100% GFP
positivas para el promotor sur-5 y homocigotas para la mutacion kin-20(0k505), genotipando por PCR a
punto final. La cepa generada se denominé VQ1355 (kin-20(0k505) X, #50C; qvis8) (Ver tabla de primers).

Para genotipar la mutaciéon ok505, se utilizd un primer Fw_KIN20ext (que hibrida afuera de la
mutacién) y dos primers Rvs, uno que hibrida afuera de la mutacién (Rv_KIN20ext) y ofro dentro
(Rv_KIN20int). Los amplicones obtenidos a partir de la cepa wild-type fueron de: 2.451 pb (Fw_KIN20ext;
Rv_KIN20ext) y 644 pb (Fw_KIN20ext; Rv_KIN20int). Los amplicones obtenidos a partir de la cepa kin-
20(0k505) fueron de: 518 pb (Fw_KIN20ext; Rv_KIN20ext), y no se obtuvo amplificacién con los primer

Fw_KIN20ext y Rv_KIN20int. A continuacién, se detallan las secuencias de los primers utilizados:

Fw_KIN20ext: 5'-CCGGTTATTCGTTCAAAAGCA-3’
Rv_KIN20ext: 5'-CAGGCACAGCTAGCATCTTC-3
Rv_KIN20int: 5-TGTTCCGCACGTTATTCCATC-3’

Para la cepa kin-20(0x423), se sigui6 la mutacion por el marcador ox/s12 [punc-47::GFP, lin-15(+)],
que expresa GFP en las neuronas RMEL/R, RIS, AVL, DVB y PVT. Se seleccioné la placa que contenia
100% de nematodos positivos para GFP en las regiones de expresion de sur-5, y 100% de nematodos GFP
positivos en las neuronas mencionadas anteriormente. DG1 (oxIs12 [punc-47:GFP, lin-15(+)];  kin-

20(0x423) X; qvis8) se denominé a la cepa generada (Ver tabla de cepas).

La cepa kin-20(0k505) fue rescatada con la sobre-expresion de la isoforma b (pkin-20::isoforma
b::rfp), la cual tiene mayor homologia con CK1¢/6. Para ello, el arreglo pkin-20::isoforma b::rfp fue insertado

en nematodos de la cepa N2 (wild-type) por microinyeccion, y luego se realizaron cruzamientos entre esta
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linea y la cepa kin-20(0k505) que posee la delecién completa del dominio quinasa y el reportero
psurb::luc::gfp integrado, la cepa generada fue VQ1539 (kin-20(0k505) X #30C; qvis8; qvEx390 (pkin-
20::isoform b::rfp; pBB107) (Ver tabla de cepas).

La cepa kin-20(0x423) (EG5202: oxIs12 [punc-47::GFP, lin-15(+)]; kin-20(0x423) X), fue rescatada
por la expresion de las isoformas a, ¢ y d de kin-20 en el genoma (EG9581: 0xSi1087 [pkin-20::RFP::kin-
20::kin-20UTR, Cb unc-119(+) #ttTi5605] Il ; oxIs12 [punc-47::GFP, lin-15(+)] kin-20(0x423) X). Ambas
cepas fueron cedidas por Erik M. Jogersen [311]. Posteriormente, se cruzd la cepa EG9581 con la cepa
VQ1310, de esa forma se generd la cepa DG2 (oxSi1087 [pkin-20::rfp::kin-20::kin-20UTR, Cb unc-119(+)
+{tTi5603] Il ; oxIs12 [punc-47::GFP, lin-15(+)] kin-20(0x423) X; quis8) (Ver tabla de cepas).

Ademas, se realizd la sobreexpresion de las isoformas b, d y ¢ de kin-20. Las construcciones
pkin20::isoforma b::RFP, pkin20::isoforma d::RFP, pkin20::isoforma c::RFP fueron microinyectadas en la
cepa N2 generando las cepas: VQ1371 [qvEX389 (pkin20::isoforma b::RFP, pBB101)], VQ1299 [qvEX350
(pkin20::isoforma d::RFP, pCFJ90)] y VQ1319 [qvEx359 (pkin20:isoforma c¢::RFP, pCFJ90)].
Posteriormente, todas las cepas generadas se cruzaron con la cepa VQ1310 (qvis8 [psurb::luc::gfp]), dando
lugar a las cepas DG4 [qvEx389 (pkin20:isoforma b::RFP, pBB107); qvis8], DG5 [qvEx350
(pkin20::isoforma d::RFP, pCFJ90) ; qvis8] y DGT [qvEx359 (pkin20::isoforma c::RFP, pCFJ90); qvis8] (Ver

tabla de cepas).

Por Ultimo, para medir la expresion del promotor de kin-20 in vivo, se desarrollé una linea de
nematodos que contiene el arreglo extracromosomal pkin-20::luc::gfp::pest. Para ello, se microinyecto el
arreglo mencionado en la cepa N2, generando la linea VQ1320 [qvEX360 (pkin20::luc::gfp::pest, pCFJI0)]

(Ver tabla de cepas).
Constructos moleculares

Las construcciones moleculares utilizadas en este Capitulo fueron obtenidas mediante técnicas de
ingenieria genética, y cada uno de los pasos fueron controlados mediante electroforesis preparativa en
geles de agarosa (estos resultados no fueron incluidos en la presente tesis por motivos de extensién).
Ademas, cada uno de los amplicones obtenidos por PCR (Polymerase Chain Reaction) a punto final, asi

como las construcciones finales, fueron corroborados mediante secuenciacién en Macrogen (Corea).
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e Construccion de pkin-20::isoforma d::RFP

La secuencia conteniendo la regién correspondiente a la isoforma d de la proteina KIN-20 fue
obtenida por PCR a partir de ADN genomico de nematodos adultos utilizando los siguientes primers (en

gris se marca la secuencia agregada de las enzimas de restriccion, ER):

Fw-Xbal: 5- GCTCTAGACTGGAGGGTGTCTGTCCCGATTG -3’

Rv-Kpnl-Sacl: 5- GGGGTACCCGAGCTCGGTAAAATGGCAAGTCAAATTTG -3’

El amplicdn obtenido de 1502 pb fue clonado en pGEM-T utilizando el kit pGEM-T Easy Vector
(Promega, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del proveedor, y luego secuenciado por la empresa
Macrogen (Corea del sur). Posteriormente, la construccion obtenida se digirié con las enzimas de restriccion
Xbal y Kpnl para liberar la secuencia correspondiente a la isoforma d de la proteina KIN-20, y finalmente
se la ligo en el vector comercial punc-122::RFP: punc-122::dsRed (coel::RFP Plasmid #8938, Addgene,
Estados Unidos) previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion. Asi, se genero el vector
punc-122::isoforma d::RFP (7,3 kb), con la adhesion de la secuencia de RFP en el extremo terminal de la

isoforma d.

Por otro lado, se amplificaron 2,6 Kb rio arriba del codon de inicio de la transcripcion del gen de kin-
20 conteniendo la regién promotora. La amplificacion se realizd por PCR a partir del Fosmido
WRMO0617dH07, utilizando los primers:

Fw-Xbal: 5'- GCTCTAGAGCTAAAACGTGGCAAAAATCAGAGAG -3’
Rv-Sphl: 5- ACATGCATGCGATGAGATCAGTGCGACTAGACG -3’

Posteriormente, se clond la secuencia del promotor de kin-20 en pGEM-T utilizando el kit pGEM-T
Easy Vector (Promega, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del proveedor, y luego la secuencia
fue validada por secuenciacién en Macrogen (Corea del Sur). La construccion obtenida fue digerida con las
enzimas de restriccion Sphl y Xbal, para liberar el promotor de kin-20, rindiendo un producto de 2647pb.
Finalmente, el producto obtenido se lig en el plasmido previamente generado (punc-122::isoforma d::RFP
(7,3 kb)) digerido con las mismas enzimas de restriccion. De esta forma se gener6 la construccién pkin-
20::isoforma d::RFP (8337pb) (Figura 4.4 a).

e Construccion de pkin-20::isoforma c::RFP

La secuencia conteniendo la regién correspondiente a la isoforma c de la proteina KIN-20 fue

obtenida por PCR a partir de ADN gendmico de nematodos adultos utilizando los siguientes primers:

Fw-Xbal: 5-GCTCTAGACTGGAGGGTGTCTGTCCCGATTG -3’
Rv-Sacl: 5-CGAGCTCTATGTCGACGTTGATTTGG -3'
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El amplicdn obtenido de 1544 pb fue clonado en pGEM-T utilizando el kit pGEM-T Easy Vector
(Promega, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del proveedor, y luego la secuencia fue validada
por secuenciacion en Macrogen (Corea del sur). Posteriormente, la construccién obtenida se digirié con las
enzimas de restriccion Xbal y Sacl para liberar la secuencia correspondiente a la isoforma ¢ de la proteina
KIN-20, y finalmente se la ligd en el vector pkin-20::isoforma d::RFP (8337pb), previamente digerido con
las mismas enzimas de restriccion. De esta manera, se generd la construccion pkin-20::isoforma c::RFP

(8385pb) (Figura 4.3 b) reemplazando la secuencia correspondiente a la isoforma d por la isoforma c.

o Construccion de pkin-20::isoforma b::RFP

La secuencia conteniendo la regién correspondiente a la isoforma b de la proteina KIN-20 fue
obtenida por PCR anidada utilizando como molde la secuencia de la isoforma ¢ ya que ambas comparten
gran parte de su secuencia (solo difieren en 118 pb). Para ello, se llevaron a cabo 3 reacciones de PCR
consecutivas, es decir el producto de la primera reaccion de PCR fue utilizado como molde para la segunda

reaccion, y asi sucesivamente. Los primers utilizados fueron:

Fw1: 5-CCACCGCACCGCTGGTTTCTTCAAGAAAGCGGAGATGG -3
Fw2: 5-TGACAACAACCCACCTCTCGGATCCATCAACCGTCAGCCA
CCGCACCGCTGGTTTCTTC -3

Fw3-Xbal: 5- GCTCTAGAACCATCCATCTGACAACAACCCACCTCTCG -3
Rv1-Sacl: 5'- CGAGCTCGATAATGTCGACGTTGATTTG -3’

El amplicon final obtenido de 1045 pb fue clonado en pGEM-T utilizando el kit pGEM-T Easy Vector
(Promega, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del proveedor, y luego la secuencia fue validada
por secuenciacion en Macrogen (Corea del Sur). Posteriormente, la secuencia correspondiente a la
isoforma b de la proteina KIN-20 fue clonado en el plasmido pkin-20::isoforma d::RFP utilizando el kit de
clonado Gibson Assambly (NEB, Estados Unidos). Para ello, se amplifico por PCR la secuencia
correspondiente a la isoforma b clonada en pGEM-T utilizando primers que poseen sitios de homologia al

plasmido vector (pkin-20::isoforma d::RFP, coloreados en gris). Los primers utilizados fueron:

Fw: 5- ATTTTTGCCACGTTTTAGCTCTAGAACCATCCATCTGAC -3’
Rv: 5- TGGCGACCGGTACCCGAGCTCGATAATGTCGACGTTGATTTG -3’

Finalmente, el amplicdn obtenido correspondiente a la isoforma b fue clonado en el plasmido pkin-

20::isoforma d::RFP previamente digerido con las enzimas de restriccion Xbal y Sacl (eliminando asi la
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secuencia de la isoforma d) utilizando el Kit de Gibson Assamly, siguiendo las instrucciones del proveedor.

De esta forma se gener6 la construccién pkin-20::isoforma b::RFP (7887pb) (Figura 4.4 c).

pkin20::isof D::RFP pkin20::isof C::RFP
8337 bp 8385 bp

Figura 4. 4. Esquema de las construcciones
generadas para el rescate de la mutacion KIN-
20. A. pkin-20:isoforma d::RFP. B. pkin-
T e T 20::isoforma c::RFP. C. pkin-20::isoforma b::RFP.

Zezzle Las figuras de las construcciones genéticas se
realizaron utilizando el programa snap gene 3.3.1.

e Construccion de pkin-20::luc::gfp::PEST

Para la generacion de pkin-20::luc::gfp::pest, se digiri6 el vector psurb::luc::gfp:pest (construido
previamente en el laboratorio) con las enzimas de restriccién Hindlll y BamHI. Por otro lado, se amplificé
por PCR la secuencia correspondiente al promotor del gen kin-20 utilizando como molde de reaccién la
construccidn pkin-20::isoforma d::RFP, y a los primers utilizados se les agregd secuencias de homologia

para el vector (coloreadas en gris):

Fw: 5- GCTAACAACTTGGAAATGAAATAGATGAGATCAGTGCGACTAG -3’
RV: 8- TGTTTTTGGCGTCTTCCATGGCTAAAACGTGGCAAAAATC -3’

Por ultimo, el vector digerido y el producto de PCR fueron adicionados a la mix del Kit de clonado
Gibson Assambly (NEB, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del proveedor. De esta forma se

generd la construccion pkin-20::luc::gfp::pest (8375 pb) (Figura 4.5).
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Figura 4. 5. Esquema de |Ia
construccion  PEST. pkin-
20::luc::gfp:;pest. La figura de la
construccién genética se realizd
utilizando el programa snap gene 3.3.1.

Pkin20:luc:gfp:pest

75 bp

Los primers utilizados en este trabajo fueron disefiados mediante el software CloneManager7
(Scientific & Educational Software, Estados Unidos), y sintetizados en Genbiotech SRL (Argentina). En
todos los casos, las secuencias de los constructos fueron validadas por secuenciacion mediante la técnica
de Sanger en Macrogen (Corea). Todas las estrategias de clonado, y las evaluaciones de las
secuenciaciones, fueron realizadas in silico mediante el software CloneManager7 (Scientific & Educational
Software, Estados Unidos) y el software SnapGene 2016 (GSL Biotech LLC, Estados Unidos).

Reaccion de PCR a punto final

Los ensayos de PCR se realizaron utilizando Platinum Tag DNA Polymerase (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos), en un ciclador térmico para tubos (Eppendorf, Alemania) y en un volumen final
de 10 pl. El programa de PCR utilizado fue de 5 minutos a 95°C y 35 ciclos de: 30 segundos a 95°C, 30
segundos a 55-65°C dependiendo de la temperatura de melting de cada primer, extension especifica para

cada fragmento a 72°C y una extension final de 5 minutos a 72°C.
Electroforesis de acidos nucleicos, revelado y aislamiento de los amplicones

Tanto las reacciones de PCR como las digestiones fueron corroboradas mediante electroforesis
preparativa en geles de agarosa 0.8 % (Genbiotech, Argentina), en presencia de buffer TAE 1X (Stock TAE
50X: Tris-Acetato 2 M, EDTA 0,05 M; Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y utilizando el marcador de peso
molecular Ladder 1kb plus y 250 bp (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). La tincién de &cidos
nucleicos se realizd con GelRed 0,5X (Biotium stock 10000X, Estados Unidos) y se analizé en un
transiluminador UV (DyNA Light, Labnet International, Estados Unidos). Las imé&genes de cada

electroforesis se digitalizaron mediante el programa Kodak Digital Images (Kodak, Estados Unidos).

La purificacién de acidos nucleicos lineales a partir de los geles de agarosa se llevo a cabo mediante
la utilizacion del kit comercial HiYieldTMGel/PCR DNA Mini Kit (Real Biotech Corporation, Estados Unidos)

y la purificacién de los plasmidos se realizd mediante el kit de miniprep por lisis alcalina lllustra plasmidPrep

17



Mini Spin Kit (GE Healthcare, Estados Unidos), siguiendo en ambos casos los protocolos detallados por los
proveedores. Todos los &cidos nucleicos fueron cuantificados por espectroscopia mediante Nanodrop

(Thermo Scientific, Estados Unidos).

Los fragmentos amplificados mediante PCR fueron clonados primero mediante el kit pGEM-T Easy
Vector (Promega, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del proveedor. El resto de los constructos
antes descriptos fueron generados mediante ligaciones estandares, utilizando la enzima T4 DNA Ligase
con su respectivo buffer de reaccion segun las especificaciones del proveedor (Thermo Scientific, Estados
Unidos). Los calculos de relacion de cantidad de masa de inserto/vector se realizaron mediante la
herramienta BioMath Calculators disponible en la web (Promega, Estados Unidos). Todos los plasmidos
resultantes fueron transformados mediante electroporacién en Escherichia coli cepa Top10 segun

protocolos estandar [312].
Generacion de nematodos transgénicos mediante microinyeccion

Los animales transgénicos fueron generados por la técnica de microinyeccion estandar [241],
mediante una colaboracion y estadia en el laboratorio de la Dra. Claire Bénard, del Département des
Sciences Biologiques, Université du Québec & Montréal, Canada. Para ello, se utilizo un sistema compuesto
de un microscopio invertido DIC Axiovert 135 (Carl Zeiss AG, Germany), un micromanipulador Joystick MN-
151 mecanico (Narishige, Japén) con un brazo H-7 para sostener la micropipeta de inyeccién y un
microinyector FemtoJet express (Eppendorf AG, Germany). Para fabricar las micropipetas de inyeccién se
utilizaron capilares de vidrio de 100 mm de largo y 1,2 mm de didmetro (World Precision Instruments,
Estados Unidos) y un puller Sutter modelo P-87 (Sutter Instruments, Estados Unidos). Para mantener los
gusanos en el pad de agarosa se utilizé aceite Halocarbon 700 (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Los
constructos fueron inyectados en la cepa N2 (wild-type) a una concentracion de 50 o 100 ng/ul, con los
marcadores pcFJ90 o pBB101 (100 ng/ul) —ambos expresan RFP en la faringe del nematodo- y con el

plasmido pBSK (50 o 100 ng/ul) para completar la mix de inyeccion.

Ensayo de luminiscencia

Los registros de luminiscencia bajo ciclos duales de luz/oscuridad y temperatura (15,5°C/17°C,
12h:12h) fueron realizados en placas multiwells. Los ensayos de luminiscencia bajo condiciones constantes
(oscuridad/ 20°C) fueron realizados en placas de Petri de 90 mm. En todos los casos se utilizé el medio de

luminiscencia descripto en la seccién de materiales y métodos generales.
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e Ensayo de luminiscencia en placa de Petri bajo condiciones constates

Los ensayos bajo condiciones constantes se realizaron como se describe en la seccién de
materiales y métodos generales. Dependiendo del ensayo, se utilizaron poblaciones de nematodos, o

nematodos individuales.

o Ensayo de luminiscencia en placa multiwell bajo condiciones ciclicas

Los ensayos bajo condiciones ciclicas de luz/oscuridad y temperatura (15,5°C/17°C, 12 h:12 h)
fueron realizados en todos los casos con poblaciones de nematodos. Se utilizaron 100 nematodos por well
cuando se trabajé con las cepas mutantes, y poblaciones de 50 nematodos cuando los registros se

realizaron con las cepas rescatadas y las cepas de sobre-expresion.
e Analisis de Datos

Los datos fueron analizados como se describe en la seccidén de materiales y métodos generales.
Para todos los casos se realizé un analisis de la varianza y un test de normalidad D’Agostino y Pearson
fest, si pasaban el test de normalidad se realizé un test de Student (Student’s t-test) para la comparacion
de los cambios de periodos, si los datos no pasaran el test de normalidad se realizé un test no paramétrico,
Mann Whitney test. Se realiz6 un test Watson-Wheeler en R Studio para el analisis del cambio de fase, y
las acrofases fueron analizadas por un test de Rayleigh utilizando el programa El Temps (versién 1.313).
Para el analisis de los porcentajes de nematodos sincronizados, ritmicos y entrenados se utilizé un ANOVA
de dos vias. En todos los casos un valor de P<0,05 fue considerado como el minimo para ser

estadisticamente diferente. Para todos los anélisis estadisticos se utilizé el programa GraphPad Prism 7.

Ensayos de PCR en tiempo real

Poblaciones de nematodos adultos, cepa N2 (Bristol), fueron sincronizadas por la técnica de Cloro
e NaOH. Los huevos fueron recolectados y mantenidos en agitaciéon en medio M9 durante toda la noche.
Al dia siguiente, las larvas L1 fueron pasadas a placas NGM con bacterias (E. Coli HB101); se utilizaron 64
placas con 4000 L1 por placa. Los nematodos fueron crecidos bajo un ciclo dual de luz/oscuridad y
temperatura 12 h: 12 h (~150 ymol/m2.s :18.5 °C/0 umol/m2.s:20 °C) por 48 hs. Luego, las larvas L4 fueron
recolectadas a ZT4 (1 pm), lavadas con buffer M9 para remover los restos de bacteria, y pasadas a 4
Erlenmeyer de 500 ml con 130 ml de medio de luminiscencia sin luciferina (aproximadamente 64000
nematodos por Erlenmeyer). Los nematodos fueron entrenados bajo un ciclo dual de luz/oscuridad y
temperatura 12 h: 12 h (~150 pmol/m2.s :15.5 °C/0 pmol/m2.s:17 °C) en agitacién 110 rpm durante 2 dias,

y luego fueron dejados 2 dias mas en condiciones constantes (oscuridad, 17 °C). Cuatro muestras
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bioldgicas independientes (n=4) de ~4000 nematodos cada una fueron recolectadas cada 4 h, comenzando
a ZT1 (10 am) en el segundo dia bajo condiciones ciclicas y bajo condiciones constantes. Los nematodos
fueron pasados a falcon de 15 ml, se esperd hasta que decanten y se les saco el medio de luminiscencia.
Luego, se agregd 200 ul de Trizol (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) y fueron pasados a tubos

eppendorf de 1,5 mly congelados a -80°C.

El ARN total fue extraido de las muestras mediante el método de Trizol de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. 2 ug de ARN total fueron tratados con DNAse | amplification grade (Thermo
Fisher Scientific, Estados Unidos) y utilizados para realizar la sintesis de ADNc utilizando MLLV
transcriptasa reversa (PB-L, Argentina) con primers poli-T (20 pb de largo, Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos). La PCR en tiempo real fue realizada con SYBR Green PCR Master Mix 3.0 (PB-L,
Argentina) utilizando un termociclador QuantStudio 3 (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). 9 pl de la
mix fue agregado en cada uno de los 96 pocillos de la placa de PCR, y 1 ul de ADNc fue afiadido como
molde de PCR. El programa de PCR fue 10 minutos a 95 °C, 45 ciclos de 15 segundos a 95 °C y 60
segundos a 60 °C, seguido de un andlisis de curva de melting (60-95 °C con una tasa de calentamiento de

0.3 °C por segundo y medicién continua de fluorescencia).

Los resultados fueron normalizados a los niveles de ARNm del gen de referencia Y45F10D.4. Los

primers utilizados para amplificacion de kin-20b y Y45F10D.4 fueron:

Fw_kin-20b: 5-CTGGAACTGCAAGATACGCC-3
Rv_kin-20b: 5'-CGGGAGAGTTCCACGATTAAAG-3’

Fw_Y45f10D.4: 5'-GTCGCTTCAAATCAGTTCAGC-3’
Rv_Y45f10D.4: 5"-GTTCTTGTCAAGTGATCCGACA-3’

Las secuencias completas de los genes blanco fueron extraidas del WormBase, y los primers fueron
disefiados con el programa CloneManager y fueron revisados para la especificidad utilizando NCBI BLAST
(Blastn). Para la puesta a punto de cada set de primers se construyé una curva estandar de 3 puntos (serie
de diluciones seriadas 1/10) para cada gen y se determind la concentracion adecuada de primers (0,2; 0,4;

0,6 uM) a la cual la eficiencia era mayor. Todos los oligos fueron sintetizados en Macrogen (Corea).
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Resultados

Registros de luminiscencia de nematodos mutantes para kin-20 bajo condiciones de LO/FC
y 00/CC

Para entender el rol de KIN-20 en el sistema circadiano del nematodo adulto, se estudié los ritmos
de luminiscencia de dos cepas mutantes diferentes para el gen kin-20: kin-20(0k505) que posee una
delecion de 2.2 kb en la secuencia del gen que remueve casi toda la secuencia de la proteina (Figura 4.2),
y kin-20(0x423) que posee una mutacion puntual (Q344stop) la cual produce un coddn de stop en el exon
3 del gen kin-20 generando una proteina no funcional con un fenotipo similar a la cepa kin-20(0k505) [311]
(Figura 4.2). Ambas cepas mutantes presentan un fenotipo facilmente observable con lupa o microscopio
de bajo aumento: muestran una locomocion disminuida, retencidn de los huevos en la gbnada proximal y
tiempo de desarrollo mas prolongado en comparacion con la cepa N2. Por otro lado, estos mutantes
presentan un fenotipo muy marcado llamado dumpy, en el cual los nematodos se caracterizan por tener un

aspecto morfolégico mas corto y mas engrosado en los distintos estadios larvales (Figura 4.6).
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Figura 4. 6. Imagen de nematodos wild-type y nematodos mutantes kin-20(0k505) con el
fenotipo dumpy. Imagenes tomadas con la lupa de microscopia SMZ100 Nikon.

Los datos crudos de luminiscencia, bajo condiciones ciclicas (LO/FC) y bajo condiciones constantes
(OOICC), correspondientes a la cepa VQ1355 [kin-20(0k505) X, #50C; qvIs8] mostraron una caida de la
sefial a lo largo del tiempo en las poblaciones, tipico de los registros de luminiscencia de nematodos.
Durante la fase de oscuridad se observo un incremento en la cantidad de luminiscencia (Figura 4.7 A). Al
graficar los datos procesados, se observo un ritmo de luminiscencia robusto bajo condiciones ciclicas
(LO/FC) con un aumento claro de la sefial durante la fase de oscuridad y alta temperatura. La amplitud de
la luminiscencia decayé bajo condiciones constantes (OO/CC), y se observo un aumento significativo en el

periodo endégeno en comparacion con la cepa control (Figura 4.7 B).

Al analizar los porcentajes de nematodos sincronizados, ritmicos y entrenados, no se encontraron
diferencias significativas entre kin-20(0k505) versus el control. El porcentaje de sincronizados fue de 81.66
1 16.37 % (n=3) para la cepa mutante versus 79.31 £ 7.98 % (n=6) del control. El porcentaje de ritmicos
arrojo valores de 34.33 + 10.27 % (n=3) para la linea mutante versus 46.21 + 2.34 % (n=6) del control. En

el caso del porcentaje de entrenados el mutante dio un valor de 31.66 £ 12.25 % (n=3) versus 51.10 £ 7.30
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% (n=6) para la cepa control. Estos resultados estarian indicando que la cepa kin-20(0k505) tiene la

capacidad de sincronizar o entrenar al ciclo LO/FC de manera similar a la cepa control (Figura 4.7 C).

En condiciones constantes, la cepa kin-20(0k505) mostré un alargamiento del periodo significativo
(26.61 £ 0.69 h, n=39 versus 24.36 £ 0.46 h, n=51 del control) para los ritmos de luminiscencia de sur-5 en
las poblaciones de nematodos ritmicas (Figura 4.7 D). Estos resultados nos indican que la ausencia de la

proteina KIN-20 genera una modificacion en el periodo endégeno.

Por otro lado, la amplitud de los ritmos de luminiscencia decae al pasar de condiciones ciclicas a
condiciones constantes, tanto para kin-20(0k505) como para la cepa control. Bajo ciclos LO/FC la amplitud
fue significativamente superior en kin-20(0k505) (0.026 + 0.0019 UNDL, n=39 versus 0.016 + 0.00085
UNDL, n=51 control) en la poblacién de nematodos ritmicos. Sin embargo, esta diferencia se invierte bajo
condiciones constantes OO/CC: kin-20(0k505): 0.0085 + 0.0013 UNDL, n=39 versus 0.013 + 0.00099
UNDL, n=51 control (Figura 4.7 F). Esta caida marcada en la amplitud de la sefial de luminiscencia
observada tanto en la linea mutante como en la cepa control, puede deberse al envejecimiento de los

nematodos.
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Figura 4. 7. Datos de luminiscencia bajo condiciones ciclicas y constantes de kin-20(0k505). A. Datos
crudos de luminiscencia para la cepa kin-20(0k505) bajo un ciclo dual de luz y temperatura (LO/FC 15.5°C/17°C)
por 3 dias y bajo condiciones contantes por 4 dias mas (OO/CC 17°C). B. Datos suavizados (smooth de 12h) y
sin tendencia (detrend de 24h) para la cepa mutante. C. Porcentaje de nematodos sincronizados, ritmicos y
entrenados; no se encontraron diferencias entre kin20(ok505) y la cepa control. ANOVA de 2 vias, comparacion
multiple. Sidak’s multiple comparisons test. D. Periodos promedio de la poblacién de nematodos ritmicos de la
cepa kin-20(0k505) 26.61 £ 0.69 h (n=39) versus el control 24.36 + 0.45 h (n=51), Mann Whitney test, *p=0.018.
E. Amplitud promedio del ritmo de luminiscencia para la poblacion de nematodos ritmicos, kin-20(0k505): 0.026
1 0.0019 UNDL, n=39 (LO/FC); 0.0085 + 0.0013 UNDL, n=39 (OO/CC) versus el control: 0.016 + 0.00085 UNDL,
n=51 (LO/FC); 0.013 £ 0.00099 UNDL, n=51 (OO/CC). Se encontré una amplitud significativamente superior en
la cepa mutante bajo condiciones ciclicas, esta diferencia se revierte bajo condiciones constantes. ANOVA de 2
vias, comparacion multiple, ****p <0.0001, *p= 0.0130.

Los picos de luminiscencia (acrofases) en las poblaciones de nematodos ritmicas fueron
encontrados a ZT 15.49 + 0.12 h para la cepa kin-20(0k505), n = 39 (versus 14.45 + 0.31 h, n =51 para la
cepa control) mediante un fest de Rayleigh. Se hall6 un retraso de fase significativo para la cepa mutante
(p=0.0000085, Watson-Wheeler test) bajo LO/FC (Figura 4. 8 A-B). Sin embargo, bajo condiciones
constantes (OO/CC) los test de Rayleigh no fueron significativos para ninguna de las cepas estudiadas, por

lo tanto, no fue posible comparar las acrofases (Figura 4. 8 A-B).

Al analizar las poblaciones de nematodos entrenadas al ciclo LO/FC, kin-20(0k505) mostrd un
corrimiento de fase significativo (p=0.012, Watson-Wheeler test), exhibiendo un retraso en la acrofase (kin-
20(0k505): CT 15.65 £ 0.18 h, n = 11; versus CT 14.54 + 0.48 h, n = 24). Ambas cepas mostraron un test
de Rayleigh significativo (R>0.5). Contrariamente, no se encontraron diferencias significativas entre las

acrofases bajo condiciones constantes (OO/CC) (Figura 4. 8 A-B).
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A Control B Kin-20(0k505) Figura 4. 8. Acrofases de la poblacién
de nematodos kin-20(0k505). A.

Bl LorFc 0 h Graficos de Rayleigh que muestran las
I oo/cc 0 4 acrofases de las sefiales de las
poblaciones de nematodos ritmicas y
Ritmicos 8 H entrenadas bajo condiciones ciclicas
12 . * (LO/FC, puntos azules) y bajo condiciones
® constantes (OO/CC, puntos rojos) para la
cepa control. B. Graficos de Rayleigh que
Oh muestran las acrofases de las sefiales de
0 4 las poblaciones de nematodos ritmicos y
Entrenados entrenados en condiciones LO/FC (puntos
azules) y OO/CC (puntos rojos) para kin-
8 20(0k505).  Watson-Wheeler  test,
12 *+%0<0,0001; *p<0.05. Se detallan los
valores obtenidos para las acrofases para
los nematodos ritmicos (Tabla 1) y para
los nematodos entrenados (Tabla 2).
Ciclo Cepa R h SEM n valor p .
LO/EC Control 0.83 14.45 0.31 51 |¢
Tabla 1 kin-20(ok505) 0.97 15.49 0.12 39 0.00000885| *
Control 0.047 15.23 0.73 51 5
i kin-20(ok505) 0.21 2283 0.76 39 0.13 |m
Ciclo Cepa R h SEM n valor p
Control 0.81 14.54 048 24
Tablaz LOFC kin-20(0k505) 0.98 15.65 0.18 11 0012
Control 0.48 15.04 0.78 24 -
e kin-20(ok505) 0.79 14.55 0.73 11 015 2

Con el objetivo de analizar con mayor detalle el rol del dominio quinasa de la proteina KIN-20, se
utilizé la cepa kin-20(0x423), la cual posee una mutacion puntual en el dominio quinasa, generando una
proteina no funcional. Se registrd la cepa DG1 [oxIs12 [punc-47::GFP, lin-15(+)] kin-20(0x423) X; qvis8],
bajo condiciones ciclicas y condiciones constantes, los datos crudos de luminiscencia muestran una caida
de la sefial a lo largo del tiempo en las poblaciones, tipico de los registros de luminiscencia de nematodos.
Durante la fase de oscuridad y alta temperatura se observa observé un incremento en la cantidad de la
luminiscencia (Figura 4.9 A'y C). Se observé una caida de la amplitud de la sefial bajo condiciones
constantes, pero manteniendo los ritmos de luminiscencia, con un aumento en la cantidad de la
luminiscencia durante la noche subjetiva (Figura 4.9 B y D). El porcentaje de poblaciones sincronizadas de
la cepa DG1 no mostro diferencias significativas con el control, lo que significa que kin-20(0x423) puede
ser sincronizada bajo un estimulo dual de luz y temperatura. Del total de la poblacién analizada de kin-
20(0x423), el 94.66 £ 3.53 %, n = 3 (versus 98 + 2 % del control, n = 4) se sincronizaron al ciclo de luz-
oscuridad y temperatura. De esa poblacién, el 30.33 + 7.51 %, n = 3 (versus 50.25 + 9 % del control, n =

4), mantuvieron los ritmos bajo condiciones constantes, y de esa poblacion el 52,33 + 15,77 %, n = 3 (versus
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24 £ 5,26 % del control, n = 4) mantuvieron la acrofase bajo condiciones constantes (Figura 4.9 E). El
periodo de las poblaciones ritmicas fue de 27.81 £ 0.92 h (n = 18) (versus 24.93 + 0.60 h del control (n =

32)), lo que significa que la cepa mutante DG1 muestra un alargamiento significativo del periodo endégeno
(Figura 4.9 F).

Por otro lado, la amplitud de la sefial de luminiscencia dio significativamente diferente en condiciones
ciclicas para las poblaciones de nematodos ritmicos, donde la cepa mutante mostré una amplitud mayor a
la cepa control (0.043 £ 0.0038 UNDL, n=18 versus 0.020 £ 0.0006 UNDL, n=32), dicha diferencia se pierde
bajo condiciones constantes (0.0130 + 0.0018 UNDL, n=18 versus 0.0089 + 0.00073 UNDL, n=32) (Figura
4.9 H). Estos resultados muestran que la mutacion Q344stop en la region quinasa de kin-20 produce una

proteina truncada no funcional que altera los ritmos de luminiscencia del gen sur-5.
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Figura 4. 9. Datos de luminiscencia bajo condiciones ciclicas y bajo condiciones constantes en kin-
20(ox423). A-B. Datos crudos de luminiscencia para la cepa control (a) y kin-20(0x423) (b) bajo un ciclo dual de
luz/oscuridad y temperatura (LO/FC 15.5 °C/17 °C) por 3 dias y bajo condiciones contantes por 4 dias mas
(OO/CC 17 °C). C-D. Datos tratados con suavizado (smooth de 12h) y sin tendencia (detrend de 24h) para el
control (c) y kin-20(0x423) (d).
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Continuacion Figura 4. 9. Datos de luminiscencia bajo condiciones ciclicas y bajo condiciones
constantes en kin-20(0x423). E. Porcentaje de nematodos sincronizados, ritmicos y entrenados; no se
encontraron diferencias entre kin20(0x423) y la cepa control. ANOVA de 2 vias, Sidak’s multiple comparisons
test. F. Periodo promedio de las oscilaciones correspondientes a las poblaciones de nematodos ritmicos de kin-
20(0x423) 27.81 £ 0.92 h (n = 18) versus el control 24.93 + 0.60 h (n = 32), t-test no pareado, **p=0.0075. G.
Promedio de la amplitud del ritmo de luminiscencia para la poblacién de nematodos ritmicos, kin-20(0x423):
0.043 £ 0.0038 UNDL, n = 18 (LO/FC); 0.0130 % 0.0018 UNDL, n = 18 (OO/CC) versus el control: 0.020 +
0.0006 UNDL, n = 32 (LO/FC); 0.0089 + 0.00073 UNDL, n = 32 (OO/CC). Se encontrd una amplitud
significativamente superior en la cepa mutante bajo condiciones ciclicas, esta diferencia se pierde bajo
condiciones constantes. ANOVA de 2 vias, comparacion mltiple, ****p <0.0001, *p= 0.0130.

Al analizar las acrofases de las poblaciones ritmicas, no se encontraron diferencias entre la cepa
kin-20(0x423) (ZT 17.46 + 0.37 h, n = 18) versus el control (ZT 16.7 £ 0.10 h, n = 32) bajo condiciones
ciclicas. Bajo condiciones constantes, kin-20(ox423) mostré un cambio de fase significativo en comparacion
con la cepa control (CT 17.43 £ 1.07 h,n =18 vs CT 7.1 £ 0.76 h, n = 32 del control), test de Rayleigh
(Figura 4.10 A-B). Bajo condiciones ciclicas, la poblacién de nematodos entrenados mostré un pico de
luminiscencia significativo a ZT 17.76 + 0.54 h (n = 8) para kin-20(0x423) versus la cepa control, ZT 16.86
+0.11 h (n=7) (Figura 4.10 A-B). No se hallaron diferencias significativas entre kin-20(0x423) (CT 17.01
+0.91 h, n = 8) versus la cepa control (CT 17.1 £ 0.82 h, n = 7) bajo condiciones constantes (Figura 4.10
A-B). Estos resultados nos indicarian que kin-20(0x423) genera un cambio de fase bajo condiciones
constantes tomando la poblacién de nematodos ritmicos.
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Figura 4. 10. Acrofases de kin-20(ox423).
A. Graficos de Rayleigh para las acrofases de
la poblacién de nematodos ritmicas y
entrenados bajo condiciones ciclicas (LO/FC,
puntos azules) y bajo condiciones constantes
(OOICC, puntos rojos) para la cepa control.
B. Gréficos de Rayleigh de las acrofases para
la poblacién de nematodos ritmicos y
entrenados en condiciones LO/FC (puntos
azules) y OO/CC (puntos rojos) para kin-
20(0x423). Watson-Wheeler test, *p>0.05. Se
detallan los valores obtenidos para las
acrofases para los nematodos ritmicos
(Tabla 1) y para los nematodos entrenados
(Tabla 2).

Ciclo Cepa R h SEM n valor p
LO/FC _ Control 0.98 16.7 0.10 32 |8
Tabla 1 kin-20(0ox423) 0.91 17.46 0.37 18 0.94
Control 0.35 71 0.76 32
QoJ/CC X
kin-20(ox423) 0.28 17.43 1.07 18 0.028 |
Ciclo Cepa R h SEM n valor p
LO/EC . Control 0.81 14.54 0.48 24
Tabla 2 kin-20(ok505) 0.98 15.65 0.18 11 0.012
Control 0.48 15.04 0.78 24
/ =
D kin-20(ok505) 0.79 14 .55 0.73 11 0.15 L”

Registros de luminiscencia de kin-20 mutante bajo condiciones constantes

Para corroborar que los mutantes de KIN-20, tanto kin-20(0k505) como kin-20(0x423), tienen la

capacidad de continuar oscilando sin un estimulo externo, se repitieron los ensayos poblaciones solo en

condiciones constantes OO/CC (oscuridad y 20°C). Los resultados obtenidos mostraron que kin-20(0k505)

tiene un alargamiento del periodo endégeno en los ritmos de luminiscencia (29.36 + 1.05 h, n = 26 versus

25.27 £1.28 h, n=13, del control) (Figura 4.11 A). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas

en la cantidad de nematodos ritmicos bajo las condiciones ensayadas (81,25 + 10,83 %, n=4 versus 54,17

14,16 %, n=3 del control) (Figura 4.11 B). Al igual que la cepa control (Figura 4.11 C), se observé que kin-

20(0k505) mantiene un ritmo robusto bajo condiciones constantes, con un aumento de la sefial de

luminiscencia durante la noche subjetiva (Figura 4.11 D).
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Figura 4. 11. Ensayos de kin-20(0k505) bajo 5 005
condiciones constantes. A. Periodo promedio del .2
mutante kin-20(0k505) (29.36 £ 1.05 h, n = 26) versus &
el control (25.27 + 1.28, n = 13). ttest, no apareado, *p= -2
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bajo condiciones constantes, kin-20(0k505) (81,25 +
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versus el control (54.17 + 4.16 %, n = 3). t test no
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apareado, ns: no significativo. C-D. Registro de
luminiscencia promedio (UNDL) + SEM de nematodos
poblacionales del control (€) y kin-20(0k505) (d).

Posteriormente, se analizo la cepa mutante kin-20(0x423) bajo condiciones constantes (oscuridad,
20 °C). Se encontré un aumento significativo en el periodo enddgeno de la cepa kin-20(0x423) (30.22 +
1.48 h, n = 11) versus la cepa control (25.34 £ 0.60 h, n = 16) (Figura 4.12 A). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en el porcentaje de nematodos ritmicos entre la cepa kin-20(0x423)
(29.33 + 23.14 %, n=3) y la cepa control (72.5 + 11.46 %, n=5) (Figura 4.12 B). Se observé que tanto kin-
20(0x423) como la cepa control, tienen un ritmo de luminiscencia robusto bajo condiciones constantes, con
un aumento en la sefal de luminiscencia durante la noche subjetiva (Figura 4.12 C-D). Estos resultados
indicarian que una delecion especifica en la region quinasa de la proteina KIN-20 produce una alteracion
en los ritmos transcripcionales del gen sur-5.
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luminiscencia promedio (UNDL) + SEM de nematodos
poblacionales del control (€) y kin-20(0x423) (d).

A continuacién, se muestran las tablas 4.2 y 4.3 con un resumen de los resultados obtenidos para
las cepas kin-20(ok505) y kin-20(0x423), para cada variable estudiada (porcentaje de poblaciones
sincronizadas, ritmicas y entrenadas, periodo endogeno (fau) y amplitud. Los datos de las acrofases se
encuentran en la tabla de la Figura 4.8 (kin-20(0k505)) y Figura 4.10 (kin-20(0x423)).
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Todos estos resultados indican que la proteina KIN-20 es necesaria para determinar el periodo de

los ritmos circadianos en C. elegans, pero no estaria involucrada en el entrenamiento circadiano.
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Registros de luminiscencia de nematodos rescatados para la proteina KIN-20

Para constatar que la disminucion en la expresion de kin-20 (cepa kin-20(0k505)) afecto los ritmos
circadianos de luminiscencia, los defectos en este mutante fueron rescatados mediante la sobre-expresion
del transgén kin-20b. La mutacion en el alelo 0k505 se rescato con la sobre-expresion de kin-20b mediante
un arreglo extracromosomal que expresa el constructo pkin-20b::kin-20b::RFP (ver materiales y métodos),
cepa VQ1358 [kin-20(0k505) X; qviIs8 (psurb::luc::gfp; punc-122::RFP); qvEx389 (pkin-20::kin-20b::RFP,
pBB107)].

Se llevaron a cabo registros de luminiscencia de la linea VQ1358 (también llamada kin-20b OE (over
expression) transgén) bajo un ciclo dual de luz/oscuridad y temperatura (LO/FC 12:12h 15.5°C-17°C). Los
resultados mostraron un ritmo de luminiscencia, donde se observo un aumento de la sefial de luminiscencia
en la fase nocturna del ciclo dual, el ritmo continué bajo condiciones constantes (Figura 4. 13 A). No se
encontraron diferencias significativas en el porcentaje de nematodos sincronizados entre las cepas kin-20b
OE transgén y el control (97.33 £ 1.33 %, n = 3 versus 89 + 3,41%, n = 4, del control). Tampoco se
encontraron diferencias significativas entre las poblaciones de nematodos ritmicos (28 £ 2%, n = 3, kin-20b
OE transgén versus 45 * 7.03, n = 4, control); de igual forma, no se encontraron diferencias significativas
entre las poblaciones de nematodos entrenados (19.33 + 9.66%, n = 3, kin-20b OE transgén versus 45 +
3.58 n = 4, del control) (Figura 4. 13 B).

Por otro lado, al analizar el periodo de luminiscencia se encontré que la cepa kin-20b OE transgén
(25.73 £ 0.91 h, n = 18) no mostré diferencias significativas con la cepa control (24.4 + 0.57 h, n = 37), ni
con la cepa kin-20(0k505) (26.61 + 0.69 h, n = 39). Sin embargo, la cepa kin-20(0k505) tiene un aumento
del periodo enddgeno significativo versus la cepa control (Figura 4.13 C). Estos resultados sugieren que la

cepa kin-20b OE transgén no es un rescate total, sino que se trata de un rescate parcial.

La amplitud promedio de los ritmos de luminiscencia bajo condiciones ciclicas (LO/FC) fue mayor
para la cepa kin-20b OE transgén (0.025 + 0.001 UNDL, n=18) y para la cepa kin-20(0k505) (0.026 + 0.002
UNDL, n=39) versus el control (0.016 + 0.0009 UNDL, n=51) (Figura 4. 13 D). Bajo condiciones constantes
(OOICC), la cepa kin-20(0k505) mostrd una disminuciéon marcada en la amplitud promedio del ritmo de
luminiscencia (kin-20(0k505): 0.008 + 0.001, n=39, versus el control: 0.013 + 0.001 UNDL, n=51). Sin
embargo, la amplitud promedio de luminiscencia correspondiente a la cepa kin-20b OE transgén no mostro
diferencias significativas con la cepa control (0,013 £ 0,002; n=18 vs 0.013 £ 0.001 UNDL, n=51, del control)
(Figura 4.13 D).
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Figura 4. 13. Ritmos de luminiscencia de sur-5 en la cepa kin-20b transgén. A. Grafico representativo de los
ritmos de luminiscencia de sur-5 medidos por la luminiscencia sin la tendencia (detrend) en LO/FC y OO/CC para
kin-20(ok505) rescatada [kin-20(0k505); kin-20b transgén OE (over-expression)]. B. Porcentaje de nematodos
sincronizados, ritmicos y entrenados, para la cepa control, kin-20(0k505) y kin-20(0k505) rescatada. No se
observaron diferencias significativas en la poblacion de nematodos sincronizados, ritmicos y entrenados, ANOVA
de dos vias, Tukey's multiple comparisons test. C. Promedio del periodo endégeno para la poblacién de
nematodos ritmicos para la cepa control, kin-20(0k505) y kin-20(0k505) rescatada. ANOVA de una via, Tukey's
multiple comparisons test, *p=0,0135. D. Amplitud promedio para la poblacién de nematodos ritmicos en LO/FC
y OO/CC, para las cepas control, kin-20(0k505) y kin-20(0k505) rescatada, ANOVA de dos vias, Sidak’s multiple
comparisons test, ****p<0,0001; ***p=0.0006; *p=0.016.

Como se menciond antes, bajo condiciones ciclicas (LO/FC) se encontrd un cambio de fase
significativo entre la cepa kin-20(0k505) y el control (ZT15.49 + 0.12 h, n = 39 versus ZT14.45 + 0.31 h, n
= 51 del control) para la poblacién de nematodos ritmicos. De igual manera, la cepa kin-20b OE transgén
mostré un cambio de fase significativo versus la cepa control (ZT 15,83 + 0,18; n=18 versus ZT14.45 +
0.31 h, n = 51 del control), pero de menor significancia que la cepa kin-20(0k505). Bajo condiciones
constantes (OO/CC), no se encontraron diferencias significativas para la poblaciéon de nematodos ritmicos
(Figura 4.14 A-B). Al evaluar la poblacion de nematodos entrenados, la cepa kin-20(0k505) (15.65 £ 0.18
h, n=11) presentd un cambio de fase significativo versus la cepa control (14.54 + 0.48 h, n = 24);
contrariamente, no se encontraron diferencias significativas entre la cepa kin-20b OE transgén (16.11
0.15 h, n = 4) versus la cepa control (14.54 + 0.48 h, n = 24). En condiciones constantes (OO/CC), no se
encontraron diferencias significativas entre las cepas estudiadas (Figura 4.14 A-B).
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Figura 4. 14. Acrofase de la poblacion de nematodos rescatados kin-20b OE transgén. Gréficos de Rayleigh
para las acrofases de la poblacién de nematodos ritmicas y entrenados bajo condiciones ciclicas (LO/FC, puntos
azules) y bajo condiciones constantes (OO/CC, puntos rojos), control (A), kin-20(0k505) (B), kin-20(0k505); kin-
20b transgén OE (C). Watson-Wheeler test, *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001. Se detallan los valores obtenidos
para las acrofases para los nematodos ritmicos (Tabla 1) y para los nematodos entrenados (Tabla 2).

Debido a que la linea kin-20b OE transgén dio un fenotipo circadiano intermedio, se generé el
rescate de la mutacion en el alelo 0x423 del gen kin-20. Dicha cepa rescate se realizé por integracion en el
genoma del constructo kin-20a/b/c, generando la cepa DG2 [0xSi1087 [pkin-20::RFP::kin-20::kin-20UTR,
Cb unc-119(+) #tTi5605] II; kin-20(0x423) X; quis8 [psur-5::luc::gfp + punc-122::RFP]] (ver seccién
Materiales y Métodos).

La cepa DG2 (también denominada kin-20(0x423); kin-20a/b/c transgén), presentd una oscilacion
del ritmo de luminiscencia de sur-5 robusta tanto bajo condiciones ciclicas (LO/FC) como condiciones
constantes (OO/CC), presentando un aumento de la sefial de luminiscencia durante la fase nocturna (Figura
4.15 A). No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de nematodos sincronizados entre las
cepas kin-20(0x423) (94.66 £ 3.52 %, n = 3) y kin-20(0x423); kin-20a/b/c transgén (98.40 £ 1.60 %, n = 5)

versus la cepa control (98 £ 2 %, n = 4) (Figura 4.15 B). Tampoco se encontraron diferencias significativas

133



en la poblacion de nematodos ritmica entre las cepas kin-20(0x423) (33.33 + 10.71 %, n = 3) y kin-
20(0x423); kin-20a/b/c transgén (32.60 + 5.05 %, n = 5) versus la cepa control (50.25 £ 9 %, n = 4) (Figura
415 B). De igual forma, no se encontraron diferencias significativas en la cantidad de nematodos
entrenados entre las cepas kin-20(0x423) (51 £ 17.06 %, n = 3) y kin-20(0x423); kin-20a/b/c transgén (45
+ 9.63 %, n = 5) versus la cepa control (24 £ 5.60 %, n = 4) (Figura 4.15 C). Al analizar el periodo de la
oscilacion, no se encontraron diferencias significativas entre la cepa kin-20(0x423); kin-20a/b/c transgén
(25.46 £ 0.89 h, n = 24) versus el control (24.93 + 0.59 h, n = 32). En cambio, se encontraron diferencias
significativas entre la cepa kin-20(0x423) (27.81 £ 0.92 h, n = 18) versus el control (Figura 4.15 C). Al
comparar las cepas kin-20(0x423) versus kin-20(0x423); kin-20a/b/c transgén no se encontraron diferencias
significativas (Figura 4.15 C). Estos resultados indican que la linea kin-20a/b/c transgén, tiene la capacidad
de rescatar la mutacién en el alelo 0x423, siendo este rescate un rescate parcial. La amplitud de la sefial
de luminiscencia disminuye bajo condiciones constantes (OO/CC) para todas las cepas estudiadas. Bajo
condiciones ciclicas (LO/FC), la amplitud de la sefial para la cepa kin-20(0x423) (0.042 £ 0.003 UNDL, n =
27) y kin-20(0x423); kin-20a/b/c transgén (0.030 £ 0.001 UNDL, n=24) aumenta significativamente versus
la cepa control (0.020 + 0.0006 UNDL, n = 36) (Figura 4.15 D). Contrariamente, bajo condiciones constantes
(O0ICC), no se encontraron diferencias significativas entre las cepas kin-20(ox423) (0.013 £ 0.001 UNDL,
n=27) y kin-20(0x423); kin-20a/b/c transgén (0.013 £ 0.001 UNDL, n=24) versus la cepa control (0.009 £
0.0007 UNDL, n=36) (Figura 4.15 D).
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Figura 4. 15. Ritmos de luminiscencia del gen sur-5 en la cepa kin-20(ox423); kin-20a/b/c transgén. A.
Grafico representativo de los ritmos transcripcionales de sur-5 medidos por la luminiscencia sin la tendencia
(detrend) en LO/FC y OO/CC para kin-20(0x423) rescatada [kin-20(0x423); kin-20a/b/c transgén]. B. Porcentaje
de nematodos sincronizados, ritmicos y entrenados, para la cepa control, kin-20(0x423) y kin-20(0x423)
rescatada. No se observaron diferencias significativas en la poblacion de nematodos sincronizados, ritmicos y
entrenados, ANOVA de dos vias, Tukey’s multiple comparisons test. C. Promedio del periodo endégeno para la
poblacién de nematodos ritmicos para la cepa control, kin-20(0x423) y kin-20(0x423) rescatada. ANOVA de una
via, Tukey's multiple comparisons test, *p=0,0365. D. Amplitud promedio para la poblacién de nematodos ritmicos

en LO/FC y OO/CC, para las cepas control, kin-20(0x423) y kin-20(0x423) rescatada, ANOVA de dos vias,
Sidak’s multiple comparisons test, ****p<0,0001.

Al analizar la acrofase promedio de la poblacion de nematodos ritmica, kin-20(0x423) no se
encontraron diferencias significativas con la cepa control. Contrariamente a lo esperado, bajo condiciones
LO/FC la cepa rescatada presenté un cambio de fase significativo versus la cepa control. Bajo condiciones
constantes no es posible comparar las acrofases ya que los Rayleigh no son significativos (R<0.5) para las
cepas estudiadas (Figura 4.16 A-C). Para las poblaciones entrenadas, la cepa rescatada mostro un cambio
de fase significativo versus la cepa control bajo condiciones ciclicas. Contrariamente, no se encontraron
diferencias significativas entre las acrofases de kin-20(0x423) vs la cepa control. Bajo condiciones
constantes no se encontraron diferencias significativas entre las cepas (Figura 4.16 A-C). Observando la
poblacién de nematodos entrenados, los resultados indicarian que la cepa kin-20(0x423) tiene un cambio
de fase con respecto a la cepa control bajo condiciones ciclicas, al rescatar la mutacion la acrofase recupera
los valores normales. Los nematodos rescatados exhiben un ritmo de luminiscencia con un periodo similar
al de la cepa control, sin embargo, la poblacién de sincronizados, ritmicos y entrenados fue similar en el
mutante y en la cepa con el rescate.
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Figura 4. 16. Acrofase de la poblacion de nematodos rescatados kin-20a/b/c transgén. Gréficos de Rayleigh
para las acrofases de la poblacién de nematodos ritmicas y entrenados bajo condiciones ciclicas (LO/FC, puntos
azules) y bajo condiciones constantes (OO/CC, puntos rojos), control (A), kin-20(0x423) (B), kin-20(0x423); kin-
20a/b/c transgén OE (over expression) (C). Watson-Wheeler test, *p<0,05; ***p<0,001.

Sobre-expresion de la proteina KIN-20

Dado que nuestros resultados mostraron que una disminucion en los niveles de expresion de la
proteina KIN-20 afectan los ritmos circadianos del nematodo adulto, decidimos estudiar cual es el efecto
de aumentar los niveles basales de KIN-20. Para ello, se sobreexpreso KIN-20b, ¢ y d en la cepa control,
generando las cepas DG4 [qvEX389 (pkin-20::kin-20b::RFP, pBB107), qvIs8 (psur-5:luc::gfp; punc-
122::RFP)], DGT [qvEX359 (pkin-20::kin-20c::RFP, pCFJ90); qvis8 (psur-5::luc::gfp; punc-122::RFP)] y DG5
[qvEXx350 (pkin-20::kin-20d::RFP, pCFJ90); qvis8 (psur-5::luc::gfp; punc-122::RFP)].

Se estudiaron los ritmos de luminiscencia en condiciones de LO/FC y OO/CC, de las cepas DG4
(kin-20b OE transgén), DG7 (kin-20c OE transgén) y DG5 (kin-20d OE transgén). Al analizar los ritmos de

luminiscencia de sur-5, se encontrd que todas las cepas estudiadas mostraron un ritmo de luminiscencia
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robusto tanto bajo condiciones ciclicas como constantes (Figura 4.17 A-D). Se observé un aumento en la

sefial de luminiscencia durante la fase nocturna del ciclo, y durante la noche subjetiva.
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Figura 4. 17. Ritmo de luminiscencia de sur-5 en las cepas que sobre-expresan kin-20. Gréafico
representativo de los ritmos de luminiscencia de sur-5 medidos por la luminiscencia sin la tendencia (detrend)

en LO/FC y OO/CC para la cepa control (A), y las cepas que sobre-expresan las isoformas de kin-20: kin-
20b (B), kin-20c (C) y lin-42d (D).

Al analizar la poblacién de nematodos sincronizada, ritmica y entrenada, no se encontraron
diferencias significativas con la cepa control (Figura 4. 18 A). Para el caso de la cepa que sobre-expresa
kin-20b, el periodo endégeno fue significativamente mayor con respecto a la cepa control (29.05 £ 0.70 h,
n = 30 versus 25.09 £ 0.68 h, n = 29). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el
periodo enddgeno de las cepas que sobre-expresan kin-20c y kin-20d (Figura 4.18 B). Esto sugiere que la
sobre-expresion de kin-20b afecta el periodo de la oscilacion de la luminiscencia en nematodos adultos. Un
aumento en los niveles basales de kin-20b produciria una degradacion mas rapida de la proteina LIN-42
debido a la fosforilacion de la misma por KIN-20b, generando un cambio en el periodo enddgeno. La cepa
que sobre-expresa kin-20d mostr6 una amplitud de la sefial significativamente mayor a la cepa control bajo
condiciones ciclicas (LO/FC), esta diferencias puede deberse a una expresion diferencial del constructo
psurb::luc::gfp en dicha cepa. Por el contrario, las cepas que sobre-expresan kin-20b y kin20c no
presentaron diferencias en la amplitud de la sefial en comparacion con la cepa control bajo las condiciones
estudiadas (Figura 4.18 C). De acuerdo con estos resultados, un aumento en la expresion de los niveles

basales de la proteina KIN-20b genera una alteracion de los ritmos circadianos del nematodo.
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Figura 4. 18. Sobre-expresion de kin-20 b, c y d. A. Porcentaje de nematodos sincronizados, ritmicos y
entrenados, para la cepa control, kin-20b OE, kin-20c OE, kin-20d OE. No se encontraron diferencias significativas
en la poblacion de nematodos sincronizados (kin-20b OE: 79.33 + 15.07%, n=3; kin-20c OE: 72.66 £ 13.67%,
n=3; kin-20d OE: 87.66 % 7.21%; versus control: 97.60  2.40%, n=5), ritmicos (kin-20b OE: 52 £ 6.43%, n=3; kin-
20c OE: 60.66 + 21.72%, n=3; kin-20d OE: 39.33 * 7.44%, n=3; versus control: 49 + 9.37%, n=5) y entrenados
(kin-20b OE: 74.66 + 16.38%, n=3; kin-20c OE: 64 + 7.37%, n=3; kin-20b OE: 66.66 + 19.34%, n=3; versus control:
67.40 + 7.85%, n=5), ANOVA de dos vias, Dunnett's multiple comparisons test, ns. B. Promedio del periodo
endogeno para la poblacion de nematodos ritmicos para la cepa control (25.09 + 0.68h, n=29), kin-20b OE (29.05
1 0.70h, n=30), kin-20c OE (26 £ 1.27h, n=11), kin-20d OE (27.67 + 1.62h, n=8). ANOVA de una via, Dunnett’s
multiple comparisons test, ns. C. Amplitud promedio para la poblacién de nematodos ritmicos en LO/FC y OO/CC,
para las cepas control (LO/FC: 0.029 + 0.0008 UNDL, n=29; OO/CC: 0.015 + 0.0016 UNDL, n=29), kin-20b OE
(LO/FC: 0.026 + 0.001 UNDL, n=30; OO/CC: 0.020 + 0.002 UNDL, n=30), kin-20c OE (LO/FC: 0.038 + 0.004
UNDL, n=8; OO/CC: 0.018 £ 0.002 UNDL, n=8), kin-20d OE (LO/FC: 0.038 £ 0.004 UNDL, n=11; OO/CC: 0.018
4 0.003 UNDL, n=11), ANOVA de dos vias, Sidak’s multiple comparisons test, **p<0,0048.

Al analizar las acrofases de las cepas que sobre-expresan KIN-20 bajo condiciones ciclicas, se
observé un cambio de fase significativo para las tres isoformas estudiadas (kin-20b, kin-20c y kin-20d)
versus la cepa control, tanto para la poblacion de nematodos ritmica, como para la poblacién de nematodos
entrenada. Contrariamente, no se encontré un cambio de fase bajo condiciones constantes para las dos

poblaciones analizadas (ritmicas y entrenadas) (Figura 4. 19 A-D).

De acuerdo con los resultados, un aumento en los niveles basales de expresion de KIN-20 no
afectan la capacidad de los nematodos de ser entrenados; pero un aumento especifico de KIN-20b produce
una alteracion de los ritmos circadianos del nematodo adulto, a través de un aumento en el periodo
enddgeno. Adicionalmente, la sobre-expresion de las tres isoformas de KIN-20 produce un cambio de fase
bajo condiciones ciclicas. Por lo tanto, un aumento en los niveles de expresion de KIN-20, particularmente

de la isoforma b, afecta los ritmos circadianos de nematodos adultos.
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Figura 4. 19. Acrofase de las cepas kin-20b OE, kin-20c OE y kin-20d OE. Gréficos de Rayleigh para las
acrofases de la poblacidn de nematodos ritmicas y entrenados bajo condiciones ciclicas (LO/FC, puntos azules)
y bajo condiciones constantes (OO/CC, puntos rojos), control (A), kin-20b OE (B), kin-20c OE (C), kin-20d OE (D).
Watson-Wheeler test, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. Las tablas muestran los datos de las acrofases
para las cepas analizadas bajo condiciones ciclicas y bajo condiciones constantes, tomando la poblacion de
nematodos ritmicos (tabla superior) y tomando la poblacion de nematodos entrenados (tabla inferior).

Oscilacion transcripcional de kin-20b

Con el fin de estudiar el patrén de expresidn de kin-20b in vivo, se desarrollé una linea de nematodos

que contienen el arreglo extracromosomal pkin-20b::luc::gfp::pest (ver Materiales y Métodos), VQ1320
[qvEX360 (pkin-20b::luc::gfp::pest, pCFJ0)]. La linea VQ1320 mostrd expresion de GFP durante el estadio

embrionario y larval, con una expresion clara en la faringe y en las seam cell.
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Los registros de luminiscencia se llevaron a cabo bajo un ciclo dual de luz/oscuridad y temperatura
12h:12h (LO/FC) y bajo condiciones constantes (OO/CC), en una poblaciéon de nematodos adultos. El

promotor de kin-20b no mostrd actividad ritmica bajo ninguna de las condiciones estudiadas (4. 20 A).

En base a estos resultados, nos propusimos investigar el patrén de oscilaciéon del ARNm de kin-20
en nematodos adultos por PCR en tiempo real, bajo condiciones ciclicas y constantes, con una toma de
muestras cada 4 horas, comenzando a ZT1 (10 am) el primer dia bajo el ciclo LO/FC (Figura 4.20 B). Los
resultados obtenidos muestran que el ARNm de kin-20b no presenta una expresion ciclica bajo ninguna de
las condiciones ensayadas (Figura 4. 18C). Adicionalmente, se compard el nivel de expresién del ARNm
de kin-20b entre el dia y la noche de la condicion ciclica, y entre el dia y la noche subjetiva; y no se
encontraron diferencias significativas (Figura 4. 20 D). Estos resultados sugieren que el ARNm de kin-20b

no tiene una oscilacion ritmica en el nematodo adulto.
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Figura 4. 20. Ritmos de expresion del ARNm de kin-20b. A. Registro de la luminiscencia del constructo pkin-
20b::luc::gfp::pest durante 3 dias en LO/FC y luego, por 4 dias mas bajo OO/CC. B. Esquema de la toma
de muestra del ARNm, los nematodos se crecieron bajo el ciclo dual de luz y temperatura. Los huevos fueron
recolectados de nematodos adultos. Luego, las larvas L1 fueron crecidas en placas de Petri NGM con bacteria.
En el estadio L4 los nematodos fueron pasados a 4 Erlenmeyer (n=4) con medio de luminiscencia sin luciferina,
se dejaron en agitacion durante un dia y al dia siguiente se comenzo la toma de muestra en ZT=1 (flecha roja).
Se tomo6 muestra cada 4 h durante un dia bajo condiciones LO/FC y un dia mas bajo condiciones constantes
OO0/CC. Se repitieron los dos primeros puntos del dia subjetivo. C. Niveles promedio de expresion del ARNm kin-
20b (n=4) cada 4 h bajo LO/FC y OO/CC, horario ZT. ANOVA de una via, Turkey’s multiple comparisons test, ns.
D. Promedio de la expresidén del ARNm para el dia y la noche bajo condiciones LO/FC y OO/CC. ANOVA de 2
vias, Sidak’s multiple comparisons test, ns.
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Discusion

Como se menciond antes, CK1¢/6 cumplen un rol esencial en la regulacién de los ritmos circadianos
en diferentes organismos [116], modulando el periodo de los genes reloj mediante la fosforilacion de
PERIOD vy posterior degradacion [52, 53, 313, 314]. En C. elegans, KIN-20 tiene amplia homologia con
CK1¢/6 de mamiferos y con DBT de moscas [185, 213]. En los nematodos, se ha descripto que este gen
posee roles cruciales a nivel del desarrollo y la maduracién neuronal [305, 311], pero su funcidn en el reloj
circadiano de C. elegans no ha sido estudiada en profundidad.

Para tratar de entender la participacién de KIN-20 en la regulacién de los ritmos circadianos de C.
elegans, en el presente capitulo nos centramos en medir los ritmos de luminiscencia del gen reportero sur-
5en lineas mutantes deficientes en la expresién de KIN-20. Para ello, se utilizé el sistema reportero basado
en luminiscencia dado que nos permite obtener una lectura continua durante un periodo de al menos 7 dias
[183]. Ademas, a diferencia de los registros de locomocién (también utilizados como salida del reloj en estos
nematodos [181], el sistema de luminiscencia tiene una ventaja a la hora de medir mutantes que tienen
afectada la movilidad, como ocurre en el caso de los mutantes de KIN-20 donde su movimiento es reducido
debido a su un fenotipo dumpy [306, 311].

Los resultados obtenidos bajo las condiciones ensayadas mostraron que el mutante kin-20(0k505)
fue capaz de entrenar al ciclo dual de luz y temperatura, ya que el porcentaje de nematodos sincronizados,
ritmicos y entrenados no tuvo diferencias significativas con la cepa control. Ademas, el mutante kin-
20(ok505) mostré un alargamiento significativo del periodo de luminiscencia en condiciones de oscuridad y
temperatura constante (00-17.5°C). Al igual que el control, kin-20(0k505) tuvo un pico de actividad de
luminiscencia durante la fase nocturna del ciclo. Por otro lado, el mutante kin-20(0x423) tampoco mostré
alteraciones en la capacidad de sincronizacion y entrenamiento por un estimulo dual de luz y temperatura.
Al'igual que lo encontrado para el mutante kin-20(0k505), kin-20(0x423) tuvo un alargamiento significativo
del periodo en comparacion con la cepa control. El pico de luminiscencia se encontré durante la fase
nocturna del ciclo, al igual que la cepa control. Estos resultados también fueron consistentes con los
obtenidos durante los ensayos de luminiscencia en placas de Petri bajo condiciones constantes. Tanto kin-
20(0k505) como kin-20(ox423) mostraron un alargamiento significativo del periodo de luminiscencia en
comparacién con la cepa control. Todos estos resultados sugieren que KIN-20 no solo cumple un rol
importante en el desarrollo de los nematodos y la maduracion neuronal, sino que también participa en el
mantenimiento de los ritmos circadianos en C. elegans adulto.

Por otra parte, dado que los mutantes kin-20(0k505) y kin-20(0x423) mostraron variaciones a nivel
del periodo con respecto a la cepa control, realizamos experimentos de rescates mediante la
sobreexpresion de kin-20b en el mutante nulo kin-20(0k505), y mediante la expresion de una sola copia de
las isoformas kin-20a/b/c en kin-20(0x423). En ambos casos, los registros de luminiscencia mostraron que
la funcion de KIN-20 se pudo rescatar parcialmente dado que la diferencia en el periodo que se observd

entre las cepas mutantes y las rescatadas no fue significativa. Esto puede deberse a que el constructo pkin-
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20b::kin-20b::RFP utilizado para el rescate se mantiene como un arreglo extra-cromosomal y por lo tanto
la expresion del mismo es diferente en cada célula del nematodo. Todos estos resultados indican que la
proteina KIN-20 es necesaria para determinar el periodo de los ritmos circadianos en C. elegans, pero no
estaria directamente involucrada en el entrenamiento circadiano. Una disminucién en los niveles de KIN-
20 no afecté la capacidad de los nematodos de ser entrenados por un estimulo de luz/oscuridad y
temperatura. En concordancia con estos resultados, trabajos realizados en mamiferos y Drosophila
muestran que una mutacion en la CK1 genera cambios en el periodo endégeno. En hamster, una mutacion
en la CK1¢ (mutante tau) produce un periodo circadiano de 22 h en la cepa heterocigota y un periodo mas
corto de 20 h en el mutante homocigota, mientras que la cepa wild-type tiene un periodo de 24 h [114, 292].
Asimismo, mutaciones en DBT (doubletime) de Drosophila generan un periodo circadiano largo vy
comportamiento arritmico [298].

Por otro lado, dado que nuestros resultados mostraron que una disminucién en los niveles de
expresion de la proteina KIN-20 alarga el periodo de luminiscencia en nematodos adultos, decidimos
estudiar cuél es el efecto de aumentar los niveles basales de KIN-20 sobre los ritmos circadianos de C.
elegans. Se encontrd que la sobre-expresion de KIN-20b en nematodos wild-type también genera un
alargamiento del periodo endégeno. Sin embargo, la sobre-expresion de KIN-20c y KIN-20d no modificé el
periodo del ritmo de luminiscencia de sur-5 en comparacién con el control. Estos resultados indican que
kin-20b tiene mayor relevancia en la modulacién de los ritmos circadianos del nematodo. En este sentido,
ha sido descripto que CK1¢/d y DBT tienen mayor homologia con kin-20b [185]. Resulta interesante notar
que una disminucidn en los niveles de KIN-20 produce un alargamiento del periodo enddgeno en el
nematodo adulto, por lo tanto, se esperaria encontrar que un aumento en los niveles basales de KIN-20
produzca un acortamiento del periodo endogeno. Dado que experimentalmente se observo lo contrario,
surgieron entonces dos hipétesis contrapuestas de la posible funcién de KIN-20 en nematodos adultos.
Por un lado, KIN-20 podria estar regulando los ritmos de luminiscencia al fosforilar a LIN-42 y llevarla a
degradacién via proteosoma; al disminuir los niveles de KIN-20, no se produciria la adecuada fosforilacion
de LIN-42 generando un aumento de su estabilidad y produciendo un alargamiento del periodo endégeno
(Figura 4.22 1). Por otro lado, KIN-20 podria estar regulando los ritmos de luminiscencia al fosforilar a LIN-
42 y estabilizarla; asi, al aumentar los niveles basales de KIN-20 podria estar exacerbado el fendmeno de
fosfoswitch inhibiendo el sitio de fosforilacién en LIN-42 requerido para la union de B-TrCP (por sus siglas
del inglés, “beta-transducin repeat containing”, necesaria para la formacion del complejo ubiquitina-proteina
ligasa), produciendo la estabilizacion de LIN-42 y en consecuencia un aumento del periodo enddgeno
(Figura 4.22 2). Esto podria significar que la proteina KIN-20 regula a LIN-42 mediante fosforilacion, ya sea
para estabilizarla 0 marcarla para degradacion via proteosoma. De acuerdo con lo encontrado en la
literatura, CK1 cumple un rol antagonico sobre PER2; dependiendo del sitio fosforilado, la proteina PER2
puede ser estabilizada o desestabilizada por CK1 [315, 316] (Figura 4.22).
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Figura 4. 22. Modelo del fosfoswitch en PER2 dependiente de CK15. Modelo de fosfoswitch en PER2
caracterizado previamente, JM Philpott et al., 2022; Rajesh Narasimamurthy et al., 2021. CK1 interacciona con
PER?2 en los sitios CK1BD. LIN-42 es fosforila en los sitios FASP (S659) y fosfodegron (S478). La fosforilacion en
los sitios fosfodegron, permite la unién de B-TrCP a PER2, generando su degradacion via proteosoma. La
fosforilacién en el sitio FASP produce la fosforilacién sucesiva de las cuatro serinas consecutivas, esto produce la
estabilidad de PER2, ya que la fosforilacion en FASP produce un fosfoswitch que inhibe la fosforilacién de la region
fosfodegron. Modelo basado en PER2 de ratas modificado de JM Philpott et al., 2021. 1. La ausencia de KIN-20
(CK1), generaria la estabilidad de LIN-42 (PER2), ya que no puede ser fosforilada y degrada, en consecuencia,
se produce un aumento del periodo enddgeno. 2. El aumento de los niveles de KIN-20 (CK1), produciria un
aumento de la fosforilacion de LIN-42 (PER2), generando un aumento en el fosfoswitch y, por lo tanto, la
estabilidad de LIN-42 (PER2) y un alargamiento del periodo endégeno.

Finalmente, investigamos la posible oscilacién circadiana del ARNm de kin-20b, y encontramos que
los niveles del transcripto no ciclan a lo largo del dia, apoyando la idea de que kin-20b es un gen constitutivo.
Previamente se ha demostrado que algunos genes de C. elegans homélogos al reloj central de otros
organismos —como CLOCK, PERIOR y DOUBLETIME- no presentan patrones de expresion circadiana a
nivel del ARNm [174, 317], al menos bajo ciclos clasicos de luz/oscuridad o temperatura y en extracciones
de ARN total de animales enteros. Se ha demostrado en diferentes organismos que la expresién de la
caseina quinasa no tiene una oscilacion diaria [53, 280]. Sin embargo, se ha observado que la actividad de
la caseina quinasa varia entre el dia y la noche. Por ejemplo, CDK5 (quinasa dependiente de ciclina 5)
tiene un aumento de la actividad durante la noche y una disminucion durante el dia en el NSQ (nucleo
supraquiasmatico) de ratones [318]. Dicha actividad coincide con una acumulacién en los niveles de ATP
durante la noche en el NSQ, requerido para la fosforilacion [319]. Estudios realizados en nuestro laboratorio,

demostraron que en C. elegans los niveles de ATP enddgeno tienen un ritmo diario, con un pico durante la
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fase diurna [183]. La diferencia diaria encontrada entre los niveles de ATP enddgeno podria estar
relacionada con una actividad diferencial de la quinasa KIN-20 a lo largo del dia. Para responder a esa
hipétesis, se necesitan realizar a futuro ensayos de actividad de KIN-20. En mamiferos, CK1 fosforila y
activa a CDK5 in vitro [320], y CKD5 fosforila e inhibe a CK18 [321], estableciendo un loop de
retroalimentacion entre las dos quinasas. En C. elegans existen otras quinasas que podrian estar regulando
la actividad de KIN-20, o bien regulando la actividad de proteinas reloj del nematodo. Por ejemplo, la
caseina quinasa KIN-19 tiene homologia con la caseina quinasa 1¢/d [186]; por lo tanto, resulta
indispensable estudiar la funcién de otras quinasas que podrian tener un rol importante en la regulacién de
los ritmos circadianos del nematodo. Sin embargo, sigue siendo posible que los genes que forman parte
del sistema circadiano de C. elegans ciclen en un pequefio subconjunto de células o tejidos en los gusanos.

En conclusién, el cambio observado en el periodo endégeno de luminiscencia en los mutantes kin-
20(0k505) y kin-20(ox423) apoya la idea de un mecanismo evolutivamente conservado de regulacion
postraduccional en la maquinaria molecular del reloj del nematodo (Figura 4. 21). La conservacién de los
sitios regulatorios en KIN-20 (asi como los sitios regulatorios presentes en LIN-42) sugiere la posibilidad de
una fosforilacién de LIN-42 mediada por KIN-20, similar a lo que ocurre en otras especies. Por lo tanto, en

el siguiente capitulo nos centraremos en analizar la posible interaccién entre LIN-42 y KIN-20.
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.Capitulo 3.

Modulacion de los ritmos circadianos del

C. elegans a través de las proteinas

LIN-42 y KIN-20
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Introduccion

Regulacion postraduccional del reloj circadiano

Como se menciono en la introduccién general, en mamiferos las proteinas CLOCK y BMAL-1 forman
un heterodimero que se une a los sitios E-boxes de los promotores de genes reloj —como per 'y cry—
generando su activacién en el nucleo de las neuronas reloj [270, 322]. Durante la fase nocturna, PER y
CRY se acumulan en el citoplasma de la célula y se dimerizan, seguidamente PER es fosforilada por CK1
y es estabilizada, permitiendo la union de GAPVD1, con la subsiguiente translocacion nuclear e inactivacion
de la transcripcién mediada por CLOCK-BMAL1. A medida que avanza la noche, el dimero PER-CRY es
fosforilado gradualmente por caseina quinasa 1¢/d (Ckle/d) y la proteina quinasa activada por AMP 5'
(AMPK) para ser degradado via proteosoma [270, 322]. La degradacion de las proteinas represoras PER
y CRY permite que se reanude la transcripcion de CLOCK-BMAL1, iniciando asi un nuevo ciclo
transcripcional (Figura 5.1). Asi, las modificaciones postraduccionales sobre PER y CRY cumplen un rol
importante en el correcto funcionamiento del reloj biolégico de mamiferos. Por ejemplo, en cianobacterias
se ha demostrado la importancia de las modificaciones postraduccionales en proteinas que forman parte
del reloj biologico de estos organismos; a través de la reconstitucion in vitro del reloj, se encontr6 que el

mismo puede ser mantenido por ciclos de fosforilacion y desfosforilacion de la proteina KaiC [323, 324].
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Desde Neurospora hasta mamiferos, CK1 es la quinasa mayormente responsable de fosforilar a FRQ
(FREQUENCY) y PER, respectivamente [292, 325, 326]. Existen mdltiples sitios de fosforilacion
dependientes de CK1 en PER, la fosforilacion en dichos sitios genera efectos opuestos en la estabilidad de

PER. Tanto en humanos como en ratas, existen dos sitios de fosforilacion dependientes de CK1 en PER2:
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el sitio FASP (del inglés, familial advanced sleep phase), y el sitio de union B-TrCP dependiente de
fosforilacion (también llamado phosphodegron site) [116, 327]. El balance en la fosforilacion entre estos
dos sitios es clave para la regulacion de PER2 y el mantenimiento del periodo circadiano. EI dominio FASP
es una region dentro de PER compuesta por un conjunto de 5 serinas (SxxSxxSxxSxxS), comenzando en
la Ser662 en humanos y en la S659 en ratas, y dicho dominio es conocido como un sitio de fosforilacion de
CK1 en humanos [293]. La fosforilacion del sitio FASP mediada por CK1 genera la estabilizacién de PER
[117, 328, 329]. Por otro lado, la degradacion de PER estimulada por la fosforilacion de CK1 es regulada al
menos por dos sitios phosphodegrons. En PER1 el sitio de fosforilacién se encuentra entre los aminoacidos
121y 126 [330], mientras que en PER2 el sitio de fosforilacion se encuentra en S478 (en ratas) [116]. La
fosforilacion en los sitios phosphodegron permiten la unién de B-TrCP, que luego dirige la degradacién de
PER2 mediada por ubiquitina [116] (Figura 5.2). En ratas, CK1 se une a PER2 a través de los residuos de
aminoacidos 582-606 y 731-756, llamados CK1BD-A y CK1BD-B, respectivamente (Figura 5.2) [116, 205].

Como se ha mencionada en el capitulo anterior, los sitios de union y fosforilacion de PER son
conservados entre especies. En Drosophila, existen varios sitios de fosforilacion dependientes de DBT (la
quinasa homologa de CKle) que regulan la estabilidad de PER. Por ejemplo, PER fosforilada en el sitio S47
es reconocida por SLIMB (una proteina similar a B-TrCP) y seguidamente degradada mediante
ubiquitinacién [275]. Por otro lado, una fosforilacion de PER en el sitio S589 produce la estabilidad de la
proteina [273, 275]. Estos estudios en Drosophila y en mamiferos apoyan la idea de que al menos existen
dos regiones de fosforilacién de PER dependientes de CK1 que tienen efectos opuestos en la estabilidad
de PER, y este mecanismo esta evolutivamente conservado. Asi, cuando PER esta hiperfosforilada la
velocidad del reloj es més lenta generando un aumento del periodo; cuando PER esta desestabilizada, la
velocidad del reloj es mas rapido y el periodo mas corto (Figura 5.2). Adicionalmente, la fosforilacién de los
dos sitios de PER dependientes de CK1 pueden ser regulados por un mecanismo de fosfoswitch [329]. A
su vez, la fosforilacién en el dominio FASP previene una fosforilacién en el sitio phosphodegron (Figura
5.2). En resumen, la interaccion PER y CK1 es de suma importancia para generar la adecuada fosforilacion

de PER y regular asi su estabilidad.
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través del mecanismo de fosfoswitch. CBD es el dominio de unién de CRY.

Regulacion postraduccional del reloj circadiano

Como se menciond en capitulos anteriores, LIN-42 (homéloga a PER de mamiferos) y KIN-20
(homoéloga a la CKle/d de mamiferos y DBT de moscas) son necesarias para el correcto desarrollo del
nematodo, sugiriendo que ambas proteinas podrian estar participando en las mismas vias de sefializacion.
Tanto LIN-42 como KIN-20 intervienen en la regulacién de miARN, como let-7'y lin-4 [220, 306], y ademas
se ha demostrado que los niveles de LIN-42A decrecen en ausencia de KIN-20 [306]. Sin embargo, la

interaccion entre LIN-42 y KIN-20 ha sido escasamente estudiada.

A pesar de que la secuencia aminoacidica de LIN-42b representa aproximadamente la mitad respecto
de PER2 de Mus musculus (597 vs. 1257 aminoé&cidos), los sitios PAS y el dominio de unién de CK1 estan
conservados. Un alineamiento de secuencias entre LIN-42b de C. elegans y PER de diferentes organismos
reveld una similitud muy fuerte entre los sitios de unién a CK1 (Figura 5.3 A). Ademés, mediante el programa
STRING (version 11.5) se pudo predecir una fuerte interaccion entre las proteinas KIN-20 y LIN-42 (Figura
5.3 B). En base a esto, postulamos la hipétesis de que en C. elegans las proteinas LIN-42 y KIN-20 pueden

interactuar y asi regular los ritmos circadianos en nematodos adultos.
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Figura 5. 3. Interaccion entre LIN-42 y KIN-20. A. Alineamiento de la regién de interaccion CK1BD (SYQ/LT) de
LIN-42 y PER de H. sapiens, M. musculus, D. rerio, D. melanogaster. B. Proteinas que interactian con LIN-42,
interaccion conocida por base de datos (linea celeste) o determinado experimentalmente (linea violeta), por datos
en bibliografia (linea verde), co-expresion (linea negra). Las proteinas coloreadas en rojo son homologas a proteinas
reloj de mamiferos y Drosophila. Datos obtenidos de STRING (version 11.5).

Sistema de degradacion de proteinas inducible por auxinas

El sistema de degradacién inducible por auxinas (AID, del inglés, Auxin-inducicle degron) permite la
degradacién réapida, condicional y tejido-especifico de una proteina de interés; este sistema se ha aplicado
en diferentes organismos [331-333]. Actualmente, el sistema AID ha sido exitosamente implementado en
C. elegans. Estudios realizados en el nematodo han demostrado que el sistema produce la degradacién de
una proteina de interés en un tejido especifico (ya sea neuronas, seam cells, tejido muscular, intestino,
células somaticas) de manera muy eficiente [334]. Asi, el sistema AID es una herramienta muy utilizada

para controlar tempo-espacialmente la disponibilidad de las proteinas de interés en un tejido especifico.

El sistema AID esta compuesto por dos componentes: la proteina F-box de plantas TIR-1 (del inglés,
Transport Inhibitor Response 1) que se expresa bajo un promotor tejido especifico, y una secuencia degron
de degradacion inducible por auxina (AID) fusionada a la proteina de interés [331, 335]. TIR-1 interacciona
con las proteinas endogenas Skp1 y Cul1 para formar el complejo SCF E3 ubiquitina ligasa (Figura 5. 4).
Al adicionar Auxina, una hormona de plantas, se promueve la unién de TIR-1 con la secuencia degron,

luego el complejo formado es ubiquitinilado y llevado a degradacion via protosoma (Figura 5. 4).
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En C. elegans, el sistema AID es una herramienta poderosa que se puede aplicar en el estudio de
los ritmos circadianos del nematodo, ya que permite disminuir la cantidad de una proteina de interés de
manera tejido-especifica; y mas interesante aun, al ser un sistema inducible permite estudiar la deplecién
de la proteina en un estadio del desarrollo determinado, como por ejemplo el estadio adulto. Como
demostramos en los capitulos 1y 2, tanto LIN-42 como KIN-20 estén involucradas en la regulacion de los
ritmos circadianos en nematodos adultos; de todas maneras, no podemos descartar la posibilidad de
efectos indirectos sobre los ritmos en el desarrollo de los mutantes empleados (como se mencion6 antes,
LIN-42 y KIN-20 intervienen en la regulacion del desarrollo de C. elegans). Para abordar este tema, y
ademas obtener mas informacién sobre el o los tejidos en los que ambos genes actlian para modular la

duracién del periodo, utilizamos el sistema de degradacion AID durante el estadio adulto de C. elegans.

En el presente capitulo estudiaremos la regulacién de LIN-42 mediada por KIN-20, y el efecto sobre
los ritmos de luminiscencia de sur-5 cuando ambas proteinas se encuentran ausentes en el estadio adulto

del C. elegans.
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Objetivos del presente capitulo
-Estudiar la expresion de LIN-42b y KIN-20b en el nematodo adulto.
-Observar la expresion de LIN-42b en las neuronas del nematodo.
-Analizar la co-expresion de LIN-42b y KIN-20b en el nematodo adulto.
-Estudiar la oscilacion de los niveles de expresion de LIN-42b.
-Estudiar los niveles de expresion de LIN-42b en ausencia de KIN-20 (kin-20(0k505)).

-Estudiar la regulacion de los ritmos circadianos dependiente de LIN-42 y KIN-20 en las células

neuronales y en las seam cells.
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Materiales y Métodos

Cepas de nematodos

Los nematodos transgénicos utilizados en este trabajo fueron generados por la técnica de
microinyeccion estandar [240, 241], mediante una colaboracion con el laboratorio de la Dra. Claire Bénard,
del Département des sciences biologiques, Université du Québec & Montréal, Canada. Las cepas citadas a
continuacién fueron realizadas por el método de CRISPR por la empresa Sunybiotech: PHX650 [syb650
(kin-20b::mKate2::myc) X x30C], PHX713 [syb713 (lin-42b::gfp::HISx6::3XFLAG) Il x30C], VQ1850 [kin-
20(syb4198[kin-20b/c::mKate2::degron::HA]) X]. El mutante kin-20(ok505) fue obtenido del Caenorhabditis
Genetics Center (CGC, Universidad de Minnesota, Estados Unidos, https://cgc.umn.edu). Las siguientes
cepas fueron cedidas por el laboratorio de Jordan Ward: JDW136  [lin-42(wrd35]lin-
42b::GFP::AlID::3xFLAG], DV3805 [eSi7[rgef1p::TIR1::F2A::mTagBFP2::NLS::AID::tbb-2 3UTR] 1:-5.32),
JDW233 [wrdSi46[SCMp:: TIR1::F2A::BFP::AlID::NLS::tbb-2 3'UTR] I:-5.32].

El cruce entre las cepas PHX650 [syb650 (kin-20b::mKate2::myc) X x30C] y PHX713 [syb713 (lin-
42b::gfp::HISx6::3XFLAG) 1l x30C], para generar la cepa VQ1329 [syb650 (kin-20b::mKate2::myc) X;
syb713 (lin-42b::gfp::HISx6::3XFLAG) 1], se siguié por PCR a punto final, /in-42b (PHX713) se siguié por la
proteina GFP, generando un amplicon de 480 pb, y kin-20b (PHX650) se sigui6 por la proteina mKate2,

generando un amplicon de 609 pb, utilizando los siguientes pares de primes:

FW_GFP: TGACGGGAACTACAAGACAC
RV_GFP: CCAGCAGCTGTTACAAACTC
FW_mKate2: CCATACGAGGGAACCCAAAC
RV_mKate2: CTTGGCTGGCTTCTTGGAAC

Las siguientes cepas fueron generadas en colaboracién con el Laboratorio de la Dra. Claire Bénard:
a. VQ1618 [syb713 (lin-42b::gfp::HISx6::3XFLAG) Il; qvEx503(pCB101 [prgef1::DsRed2])]. b. VQ1723 [kin-
20(0k505) X; lin-42(syb713) (syb713 (lin-42b::gfp::HISx6::3XFLAG) II)]. ¢. VQ1903 [qv/s8 (psur-5::luc::gfp;
punc-122::RFP); reSi7 [rgeflp::TIR1::F2A::mTagBFP2::NLS::AID::tbb-2 3UTR] 1]. d. VQ1901 [lin-42
[wrd35[lin-42::GFP::degron::3xFLAG))II; reSi7 [rgef-1p::TIR1::F2A::mTagBFP2::NLS::AlID::tbb-2 3UTR] I;
quis8). e. VQ1872 [kin-20(syb4198]kin-20b/c::mkate-2::degron::HA]) X;
wrdSi46[SCMp*::TIR1::F2A::BFP::AID*::NLS::tbb-2 3'UTR] I qvIs8]. f. VQ1919 [kin-20(syb4198]kin-
20b/c::mkate-2::degron::HA]) ~ X;  lin-42(wrd35[lin-42::GFP:.degron::3xFLAG])  II;  reSi7  [rgef-
1p::TIR1::F2A::mTagBFP2::NLS::AID::tbb-2 JUTR] l; quis8. g. VQ1873
[wrdSi46[SCMp:: TIR1::F2A::BFP::AID::NLS::tbb-2  3'UTR] I; qvis8]. h. VQ1871 [lin-42(wrd35][lin-
42::GFP::degron::3xFLAG]) II; wrdSi46[SCMp::TIR1::F2A::BFP::AID::NLS::tbb-2 3'UTR] I; qvis8]. i.
VQ1872 [kin-20(syb4198[kin-20b/c::mkate-2"degron::HA]) X;
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wrdSi46[SCMp:: TIR1::F2A::BFP::AID::NLS::tbb-2 3UTR] I; qvis8]. j. VQ1870 [kin-20(syb4198]kin-
20b/c::mkate-2::degron::HA]) X; lin-42(wrd35[lin-42::GFP::degron:3xFLAG]) I;
wrdSi46[SCMp:: TIR1::F2A::BFP::AID::NLS::tbb-2 3'UTR] I; qvls8].

Las cepas VQ1919  [kin-20(syb4198[kin-20b/c::mkate-2::AID::HA]) ~ X;  lin-42(wrd35[lin-
42::GFP::AID::3xFLAG]) II; reSi7 [rgef-1p::TIR1::F2A::mTagBFP2::NLS::AID::tbb-2 3UTR] |; qvis8] y
Q1870 [kin-20(syb4198[kin-20b/c::mkate-2::degron::HA]) X; lin-42(wrd35[lin-42::GFP:.degron:3xFLAG])
II; wrdSi46[SCMp::TIR1::F2A::BFP::AID::NLS::tbb-2 3'UTR] I; qvIs8], fueron cruzadas con la cepa VQ1329
[syb650 (kin-20b::mKate2::myc) X; syb713 (lin-42b::gfp::HISx6::3XFLAG) Il], para extraer el constructo
qvis8, generando la cepa DG12 [kin-20(syb4198[kin-20b/c::mKate2::AID::HA]) X; lin-42(wrd35[lin-
42::GFP::AID::3xFLAG]) Il; reSi7 [rgef-1p:: TIR1::F2A::mTagBFP2::NLS::AlID::tbb-2 3UTR] I] y DG13 [kin-
20(syb4198[kin-20b/c::mKate2::AID::HA]) X; lin-42(wrd35[lin-42::GFP::AID::3xFLAG]) Il; reSi7 [rgef-
1p::TIR1::F2A::mTagBFP2::NLS::AID::tbb-2 3UTR] | ]. Los cruces de las cepas se siguieron por lupa de
fluorescencia, se seleccionaron los nematodos que no expresan GFP en el cuerpo (psurs::GFP), y
posteriormente se genotipo utilizando PCR en punto final con los primers de gfp y mKate2, anteriormente
mencionados, y con los primers de bfp, dando un amplicon de 893 bp, utilizando los siguientes pares de

primers:
Fw_BFP: TCAAGCTCGCCGGAGACG
Rv_BFP: GTTGAGCTTGTGTCCGAGC
Reaccion de PCR a punto final

Los ensayos de PCR se realizaron utilizando Platinum Tagq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos), en un ciclador térmico para tubos (Eppendorf, Alemania) y en un volumen final de 10 pl.
El programa de PCR utilizado fue de 5 minutos a 95°C y 35 ciclos de: 30 segundos a 95°C, 30 segundos
a 55-65°C dependiendo de la temperatura de melting de cada primer, extensién especifica para cada

fragmento a 72°C y una extension final de 5 minutos a 72°C.
Electroforesis de acidos nucleicos y revelado

Tanto las reacciones de PCR fueron corroboradas mediante electroforesis preparativa en geles de
agarosa 0.8 % (Genbiotech, Argentina), en presencia de buffer TAE 1X (Stock TAE 50X: Tris-Acetato 2 M,
EDTA 0,05 M; Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y utilizando el marcador de peso molecular Ladder 1kb plus
y 250 bp (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). La tincidn de acidos nucleicos se realizo con GelRed
0,5X (Biotium stock 10000X, Estados Unidos) y se analizé en un transiluminador UV (DyNA Light, Labnet
International, Estados Unidos). Las imagenes de cada electroforesis se digitalizaron mediante el programa
Kodak Digital Images (Kodak, Estados Unidos).
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Ensayo de luminiscencia en placa multiwell bajo condiciones ciclicas

Los registros de luminiscencia bajo ciclos duales de luz/oscuridad y temperatura (15,5°C/17°C,
12h:12h) fueron realizados en placas multiwells. Los ensayos de luminiscencia bajo condiciones constantes
(oscuridad/ 20°C) fueron realizados en placas de Petri de 90 mm. En todos los casos se utilizé el medio de
luminiscencia descripto en la seccion de materiales y métodos generales. Los ensayos fueron realizados

en todos los casos con poblaciones de nematodos. Se utilizaron 50 nematodos por well.
-Analisis de Datos

Los datos fueron analizados como se describe en la seccién de materiales y métodos generales.
Para el analisis del periodo en los ensayos de auxinas se realizé un andlisis de la varianza y un test de
normalidad D°Agostino y Pearson test, posteriormente se utiliz6 un ANOVA de una via o de dos vias,
dependiendo los datos. En todos los casos un valor de P<0,05 fue considerado como el minimo para ser

estadisticamente diferente. Para todos los analisis estadisticos se utilizo el programa GraphPad Prism 7.
Ensayos de Microscopia

Para todos los casos de observacion y toma de fotos de nematodos por microscopia, se utilizaron
nematodos en etapa L4-jovenes adultos. Los animales se montaron en un pad de agarosa al 5 % y se
paralizaron con azida al 2 %. Todas las im&genes se tomaron con un microscopio confocal espectral de
escaneo laser Leica TCS SP8, con una escala de 40X-60X. Se utilizo laser BFP, GFP, mKate2 y campo

claro (DIC), dependiendo el experimento.

Para el anélisis de la co-expresion se cuantifico la correlacion de la intensidad de la fluorescencia
utilizando el programa JACoP de ImageJ. Se realiz6 un analisis de correlacion entre las sefiales utilizando
el indice de correlacion de Pearson, si la correlacion es superior a 0, se toma como que las sefiales de
fluorescencia estan expresadas en la misma regién, es decir, hay co-expresion. Para el andlisis se realizé
un ROI en las células que presentaban fluorescencia y se les realizo el test de Pearson (PC), luego se
compar6 el PC promedio para las regiones donde existia co-localiazcion versus el PC promedio de las

regiones donde no existia co-localizacién (PC cercano a cero) [336].
Medicion de fluorescencia de LIN-42::GFP

Para el ensayo de expresion de LIN-42 en diferentes momentos del dia, poblacionales de nematodos
fueron sincronizados en el estadio L1, y pasados a placas de Petri NGM con bacteria E. coli HB101. La
mitad de las placas fueron mantenidas en una incubadora con un ciclo dual de luz/temperatura 12:12 h
(~150 pmol/m¥s :18.5°C/0 pmol/m2.s:20°C), la otra mitad fue pasada a una incubadora con el mismo ciclo

pero invertido (0 pmol/m?2.s:20°C/~150 pumol/m?/s :18.5°C). A los 2 dias, cuando los nematodos llegaron a
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estadio L4, se tomaron imagenes cada 4 hs, empezando en ZT=0 (9 am). Los animales fueron tratados

como se menciona en “Ensayos de Microscopia”.

Los datos fueron analizados utilizando el programa ImageJ; se realiz6 una cuantificacion de la
fluorescencia total tomando la regién de la faringe y tomando sola las células fluorescentes en la zona de
la faringe. Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el programa GraphPad Prism 7. Para todos los
datos se realizd un analisis de la varianza y un test de normalidad D"Agostino y Pearson test, posteriormente
se utilizé un ANOVA de una via o t-test no pareado, un valor de P<0,05 fue considerado como el minimo

para ser estadisticamente diferente.

Para el andlisis de la fluorescencia medido por nanodrop, poblaciones de nematodos fueron
sincronizadas mediante la técnica de Cloro e NaOH [337]. Los embriones obtenidos se dejaron crecer en
buffer M9, suplementado con Antibiotico-Antimicotico y Tobramicina, ON (over night) en agitacion. Al dia
siguiente los nematodos en estadio L1, fueron pasadas a placas de Petri NGM con comida (E. coli HB101)
(~4000 nematodos por placa); a los dos dias, cuando los nematodos llegaron al estadio L4, se tomaron
muestras cada 4 hs empezando en ZT=0 (9 am). Los nematodos fueron levantados de la placa y lavados
dos veces con buffer M9, para extraer los restos de bacteria, y pasados a un eppendorf de 1,5 ml. Se les
adiciono 200 ul de buffer M9 con inhibidor de proteasas (1/100 v/v) y se congelaron en -80°C.
Posteriormente fueron sonicados para romper los nematodos y obtener el homogenato de proteinas
utilizando un sonicador (Sonicador vibra cell). Se tomé 1 ul de cada muestra para medir la fluorescencia en
el nanodrop (Nanodrop de fluorescencia 3300, Thermo Fisher). Para el analisis de los datos, se realizé un
andlisis de la varianza y un test de normalidad D’Agostino y Pearson test, posteriormente se utilizé un
ANOVA de una via o t-test no pareado, un valor de P<0,05 fue considerado como el minimo para ser

estadisticamente diferente.
Medicion de LIN-42::GFP en el mutante KIN-20

Los nematodos fueron mantenidos en incubadora bajo un ciclo dual de luz/temperatura 12:12 h
(~150 pmol/m2/s :18.5°C/0 umol/m2.s:20°C). Poblaciones de nematodos fueron sincronizados por el
método de Cloro e NaOH, las larvas L1 fueron pasadas a placas de Petri NGM con comida (E. coli HB101).
Alos dos dias, cuando los nematodos llegaron al estadio L4, los mismos fueron tratados como se menciona
en la seccion de “Ensayo de Microscopia”, imagenes fueron tomadas durante el dia, ZT1-ZT8 (10 am-
17pm). Los datos fueron analizados utilizando el programa ImageJ, se realiz6 una cuantificacion de la
fluorescencia total tomando la regién de la faringe y tomando sola las células fluorescentes en la zona de
la faringe. Para todos los datos se realizé un analisis de la varianza y un test de normalidad D"Agostino y
Pearson test, posteriormente se utilizd un ANOVA de una via o t-test no pareado, un valor de P<0,05 fue

considerado como el minimo para ser estadisticamente diferente.
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Ensayos de degradacion con el sistema AlD/degron

Para los ensayos con el sistema AID, los nematodos se mantuvieron bajo las mismas condiciones
que se explican en "Ensayos de luminiscencia”. Se agregd auxina 4 mM K-NAA (Phyto-Technology
Laboratories, N610) [338] para inducir la degradacion en el medio de luminiscencia y con nematodos de

estadio L4. Para el control del experimento se utilizd L15 (vehiculo) con una concentracion equivalente.

Para corroborar el correcto funcionamiento del sistema AID, los nematodos se mantuvieron en el
medio de luminiscencia durante 7 dias con auxina 4mM K-NAA, y el control con L15 (vehiculo). Se usaron
nematodos en estadio L4 para observar las células BFP positiva en neuronas y, para seam cells se usaron
nematodos en estadio L2/L3. Los animales se montaron en un pad de agarosa al 5 % y se paralizaron con
azida al 2 %. Todas las imagenes se tomaron con un microscopio confocal espectral de escaneo laser Leica
TCS SP8, con una escala de 40X. Se utilizé laser BFP y se realizaron dos experimentos independientes

con al menos 10 nematodos.

Para los ensayos de co-expresion de LIN-42::GFP y KIN-20::mKate2, en neuronas o seam cell
marcadas con BFP, se utilizd nematodos estadios L4. Los animales se montaron en un pad de agarosa al
5 % y se paralizaron con azida al 2 %. Todas las imagenes se tomaron con un microscopio confocal

espectral de escaneo laser Leica TCS SP8, con una escala de 40X. Se utiliz6 laser BFP, GFP y mKate2.

157



Resultados

Localizaciéon de LIN-42 y KIN-20 en nematodos adultos

Para estudiar la localizacion subcelular de LIN-42b y KIN-20b, se generaron dos lineas de
nematodos que expresan las proteinas de fusion LIN-42b::GFP y KIN-20b::mKate-2. Las lineas generadas
fueron PHX650 [syb650 (kin-20b::mKate2::myc) X x30C]y PHX713 [syb713 (lin-42b::gfp::HISx6::3XFLAG)
II x30C]. Utilizando microscopia confocal se pudo observar una clara expresion de LIN-42b en la linea
PHX713 en la zona de la faringe, células somaticas y en la regién neuronal de la faringe (o anillo nervioso);

también se observo autofluorescencia en el intestino del nematodo (Figura 5. 5 B).

PAS CKBD GFP::HISx6::FLAGX3
syb604

... autofluorescencia
estino

Figura 5. 5. Expresion de LIN-
42 en el nematodo adulto. A.
Esquema de la isoforma b de lin-
42, integracion de
GFP::Hisx6::FLAGx3 en el
extremo 3’ terminal del gen. B.
Expresion de LIN-42 (células
GFP positivas) en las células
somaticas (punta de flecha), en
las células de la faringe
(delineado con lineas rojas).
Barra 60 uM.

Para poder identificar si las células GFP positivas correspondian a células neuronales, se cruzé la
cepa PHX713 con una cepa que expresa la proteina fluorescente DsRed2 bajo un promotor neuronal
(prgeff), generando la cepa VQ1618 [syb713 (lin-42b::gfp::HISx6::3XFLAG) I, qvEx503
(pCB101 [prgef1::DsRed?2])]. Al estudiar la expresion de LIN-42 en VQ1618 se observé una alta correlacion
entre las células GFP positivas (LIN-42) y las células neuronales DsRed2 positivas. Los resultados
corresponden a dos experimentos independientes (Experimento 1: 0.60 + 0.06 PC, n=10; Experimento 2:
0.58 £ 0.04 PC, n=10), ambos experimentos demostraron tener un PC superior a 0, un coeficiente de
Pearson cercano a 1 indica una alta correlacion y un coeficiente de Pearson cercano a 0 indica una baja

correlacion o nula. Por lo tanto, se analizé la correlacion entre GFP y dsRed2 en regiones donde no existe
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co-localizacion, para luego comparar con las regiones donde se observd una correlacion entre GFP y
dsRed2. Se encontré que ambos experimentos presentaban un valor promedio de PC significativamente
superior a cero (regiones donde no existe una correlacion entre GFP y dsRed2) (****p<0.0001, ANOVA de

una via Dunnett’s multiple comparisons test) (Figura 5. 6 A-B).
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Figura 5. 6. Expresion de LIN-42 en las neuronas del nematodo adulto. A. Expresion de LIN-42b en las células
neuronales (células GFP positivas), marcador neuronal (células DsRed2 positivas). El cuadrado representa la regién
con zoom para mostrar la co-expresién de GFP y DsRed2. Barra 60 uM. B. Correlacion de los niveles de
fluorescencia de LIN-42 (GFP) y pan neuronal (DsRed2), dos experimentos independientes. Coeficiente de
correlacién, Pearson's coefficient (PC). Los valores de promedios PC fueron significativamente superiores a 0,
ANOVA de una via Dunnett’s multiple comparisons test, ****p<0.0001.

Por otro lado, usando microscopia confocal también se observd expresion de KIN-20b en la linea
PHX650 en la zona de la faringe (Figura 5. 7 B), células somaticas (Figura 5. 7 C), seam cells y en las
estructuras llamadas alae (Figura 5. 7 D-E).
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Figura 5. 7. Expresion de KIN-20 en el nematodo adulto. A. Esquema de la isoforma b de kin-20, integracién de
mKate2::myc en el extremo 3" terminal del gen kin-20b. B. Expresion de KIN-20, células mKate2 positivas, en las
células somaticas (punta de flecha blanca) (C), expresion en la faringe (delineada con lineas verdes). D-E.

Estructura de alae formada por las seam cells en estadio adulto, marcadas con la punta de flecha blanca. Barra 60
MM,

Para evaluar la co-expresion de las proteinas LIN-42 y KIN-20, se cruzaron las cepas PHX650 y
PXH713 dando lugar a una nueva linea VQ1329 [syb650 (kin-20b::mKate2::myc) X; syb713 (lin-
42b::gfp::HISx6::3XFLAG) II]. Cuando se analizé la expresién de LIN-42b y KIN-20b en nematodos adultos
encontramos que ambas proteinas se expresan en la region de la faringe y en las células somaticas (Figura

5. 8) y, por lo tanto, podrian llegar a interaccionar entre ellas.
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Figura 5. 8. Co-expresion de KIN-20 y LIN-42 en el nematodo adulto. A. Expresion de KIN-20 (células mKate2
positivas) y LIN-42 (células GFP positivas) en las células somaticas y faringe (delineada con lineas blancas). Barra
60 uM.

Los niveles de expresion de LIN-42b y KIN-20b fueron cuantificados midiendo la intensidad de la
fluorescencia en la faringe; y por otro lado, tomando solo la intensidad de la fluorescencia en las células
somaticas de la faringe, a través de la utilizacion del coeficiente PC (del inglés, Pearson's coefficient). Se
realizaron dos experimentos por separados y se encontré que la correlacion (valor promedio de PC) entre
LIN-42 y KIN-20 en células somaticas (Experimento 1: 0.78 + 0.05 PC, n=7; Experimento 2: 0.62 + 0.077
PC, n=5), fue significativamente superior a 0 en ambos experimentos (****p<0.0001, ANOVA de 1 via,
Dunnett’s multiple comparisons test), se tomé como parametro de comparacién regiones en las cuales no
existia correlacion entre LIN-42 y KIN-20, valores de PC cercanos a cero. En la region de la faringe ambos
experimentos obtuvieron un PC promedio significativamente superior a 0 (Experimento 1: 0.86 £ 0.018 PC,
n=10; Experimento 2: 0.69 + 0.036 PC, n=11, ***p<0.0001, ANOVA de 1 via, Dunnett’s multiple
comparisons test). Por lo tanto, se determiné que LIN-42b y KIN-20b co-expresan en las regiones

analizadas (Figura 5. 9).
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Figura 5. 9. Co-expresion de KIN-20b y LIN-42b en el
nematodo adulto. Correlacion de los niveles de
fluorescencia de LIN-42 (GFP) y KIN-20 (mKate2), en la
region de la faringe y en las seam cells, dos experimentos
independientes (A 'y B). PC: Pearson's coefficient.

Con el fin de estudiar si existe una oscilacion en los niveles de expresion de la proteina LIN-42 en

el estadio adulto del nematodo, se contaron células GFP positivas en diferentes horarios del dia en la linea

VQ1329 mencionada anteriormente. Como se muestra en la figura 5. 10 A, los niveles de expresion de LIN-

42 no variaron a lo largo del dia. Tampoco se encontraron diferencias significativas al promediar los valores

de las células GFP positivas durante el dia versus la noche (Figura 5. 10 B). Cabe destacar que en las

imagenes solo se muestra un plano de las mismas que fueron utilizadas para contar la cantidad de células

positivas para GFP, también se realiz6 un z-stack y se contabilizo el total de células GFP positivas en todos

los planos.
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Figura 5. 10. Oscilacion de los niveles de LIN-42 en la faringe del nematodo adulto. A. Oscilacion de
LIN-42, células GFP positivas, por microscopia. ANOVA de 1 via, ns (no significativo). B. Promedio de
Células GFP positivas (LIN-42) en el dia y durante la noche. t-test no pareado, ns.
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Continuacién Figura 5. 10. Oscilacién de los niveles de LIN-42 en la faringe del nematodo adulto. C.

Expresion de LIN-42 (GFP), KIN-20 (mKate2) y el merge con el DIC para los distintos horarios estudiados. Barra
de 60 uM.

Por otro lado, se analizé la cantidad total de GFP por nanodrop fluorescente en poblaciones de
nematodos (ver Materiales y Métodos). Los resultados mostraron un aumento significativo en los niveles
de GFP (RFU, por sus siglas en inglés, Relative Fluorescent Units) a ZT = 20 (Figura 5.11 A). Al comparar
los niveles de GFP promediados durante el dia versus la noche no se encontraron diferencias significativas
(Figura 5.11 B). Los conjuntos de datos fueron ajustados a una ecuacion cosinor, utilizando el paquete
MetaCycler de R studio, pero no se encontré un ritmo en la expresion de GFP.
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Figura 5. 11. Oscilacion diaria en los niveles de expresion de LIN-42 en nematodos adultos. A.
Oscilacion de LIN-42, a través de la expresion de GFP (RFU) en un homogenato de nematodos medidos con
nanodrop. ANOVA de 1 via, Turkey's multiple comparisons test, **p=0.0018. B. Promedio de los valores de
GFP (RFU) para el dia y la noche, t-test, no pareado, ns.

En base a todos los resultados obtenidos podemos concluir que no se encontraron variaciones
diarias en la expresion de la proteina LIN-42 medida a través de la proteina reportera GFP; sin embargo,
se puede observar una tendencia al aumento de los niveles de LIN-42 durante la fase nocturna. Estos datos
son preliminares y se necesitaria el uso de técnicas que revelen la identidad de la proteina en estudio —

como Western Blot- para estudiar en mayor detalle la oscilacion circadiana de LIN-42.
KIN-20 modula la expresién de LIN-42 en nematodos adultos

Como se mencion6 anteriormente, CK1 regula los niveles de PER en diferentes modelos
experimentales como mamiferos y Drosophila. Para estudiar si la proteina KIN-20 modula la expresion de
LIN-42 en nematodos adultos, se generé una nueva linea por cruzamiento entre kin-20(0k505) y la cepa
PHX713 mencionada antes (y usada en este experimento como control). La linea generada se denomind
VQ1723 [kin-20(0k505) X; lin-42(syb713) (syb713 (lin-42b::gfp::HISx6::3XFLAG) I1)]. Se cuantificaron los
niveles de fluorescencia, teniendo en cuenta toda la faringe, o tomando solo las células GFP positivas en
esa region. Los niveles de GFP teniendo en cuenta toda la faringe fueron significativamente mayores en la
cepa control (594113 £ 40936 RFU, n = 16) versus kin-20(0k505);lin-42b::gfp (231664 £ 21680 RFU, n =
13) (Figura 5. 12 A). Al repetir el experimento obtuvimos el mismo resultado: la cepa control (538444 +
33839 RFU, n = 20) presenté un aumento significativo en los niveles de GFP versus kin-20(ok505);lin-
42b::gfp (321532 + 17446 RFU, n = 17) (Figura 5. 12 B). Cuando se cuantificaron los niveles de GFP en
las células positivas de la faringe, también se observé un aumento marcado en los niveles de GFP en la
cepa control (3249 + 452.5 RFU, n = 16) versus kin-20(0k505);lin-42b::gfp (423.2 £ 54.03 RFU, n = 12)
(Figura 5. 12 C). Al repetir el experimento se obtuvieron datos similares, la cepa control (4156 + 341.1 RFU,
n = 20) aumentd significativamente los niveles de GFP versus kin-20(0k505);lin-42b::gfp (1649 + 80.32

RFU, n = 18) (Figura 5. 12 D). En base a estos resultados podemos decir que los niveles de expresion de
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LIN-42 se ven afectados por KIN-20, dado que una disminucion en la expresion de KIN-20 produjo una

clara disminucién de en los niveles de LIN-42, cuantificados mediante la expresién de GFP.
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Figura 5. 12. Expresion de LIN-42 en kin-20(0k505). A y C. Niveles de fluorescencia (GFP) en nematodos
jovenes adultos tomando la region de la faringe, se realizaron dos experimentos independientes (A y C),
disminucion significativa de los niveles de GFP en la cepa kin-20(0k505) vs el control, Mann Whitney test,
****n<0.0001. B y D. Niveles de fluorescencia (GFP) en nematodos jovenes adultos tomando las células GFP
positivas de la faringe, se realizaron dos experimentos independientes (B y D), disminucién significativa de los
niveles de GFP en la cepa kin-20(0k505) vs el control. Mann Whitney test, ****p<0.0001, ***p<0.001. E y F.
Imégenes representativas de la expresion de LIN-42 (GFP) en la cepa control (E) y en la cepa kin-20(0k505) (F).
Imagenes tomadas con microscopio con focal. Barra 60 puM.

Expresion de LIN-42 y KIN-20 tejido-especifica

Para evaluar donde es necesaria la actividad de los genes candidatos lin-42 y kin-20 —cuyos
mutantes, como fue mencionado en los capitulos anteriores, mostraron un fenotipo circadiano robusto— se
utilizé el sistema de degradacion AID antes mencionado. Para llevar a cabo la degradacion tejido-especifica

de los genes lin-42 y kin-20 se utilizaron las cepas que se detallan en la seccién de materiales y métodos.

En primer lugar, se analiz6 el patron de expresion endégeno de LIN-42b y KIN-20b en neuronas y
en las seam cells mediante microscopia fluorescente confocal. Para ello, las cepas VQ1919 [kin-
20b/c::mKate2::AID; lin-42b::GFP::AID; rgef-1p:: TIR1::BFP2; qvis8] y VQ1870 [kin-20b/c::mKate2::AID; lin-
42b::GFP::AID; SCMp::TIR1::BFP::AID; qvis8] fueron cruzadas con la cepa VQ1329 [kin-

165



20b::mKate2::myc; lin-42b::gfp] con el objetivo de eliminar el constructo qvis8 y que de esta forma
psurb::GFP no interfiera con la expresion de LIN-42b::GFP. Las cepas generadas se denominaron DG12
[kin-20b/c::mKate2::AlID; lin-42b::GFP::AID; rgef-1p::TIR1::BFP2] y DG13 [kin-20b/c::mKate2::AlD; lin-
42b::GFP::AID; SCMp:: TIR1::BFP::AID]. Los resultados mostraron una fuerte co-localizacién de LIN-42b y
KIN-20b en las neuronas de la faringe y en las seam cells de nematodos L4 y jovenes adultos (Figura 5. 13
B-C).
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Figura 5. 13. Expresion de LIN-42 y KIN-20 en neuronas y en las seam cells. A. Esquema representativo del
sistema AID para lin-42b y kin-20b, TIR-1 es expresado bajo el promotor neuronal (prgef-1) y bajo el promotor de
seam cells (pSCM). El constructo TIR-1::F2A::BFP::AID::NLS codifica dos proteinas separadas: TIR-1, que
interacciona con la proteina SCF enddgena, produciendo el complejo ligasa E3 ubiquitina, el cual se une
exclusivamente a la secuencia AID en presencia de la droga Auxina; y la secuencia AID unida a BFP con una
secuencia de localizacion nuclear (NLS), que funciona como un control interno de la actividad de TIR-1. La
secuencia lin-42b::AID fue etiquetada con GFP, y la secuencia kin-20b::AlD fue etiquetada con mKate2. B. GFPy
mKate2 fueron detectados en las neuronas BFP positivas (marcado con un circulo blanco). Células representativas
con co-expresion de GFP, mKate2 y BFP fueron indicadas con puntas de flechas en el estadio L4. C. GFP y mKate2
fueron detectados en las seam cells BFP positivas (puntas de flechas) en estadio L4. Células representativas con
co-expresion de GFP, mKate2 y BFP fueron indicadas con puntas de flechas en el estadio L4. La marca encontrada
en la reaion del intestino se trata de auto-fluorescencia. Escala de la barra 20 um.

Para confirmar por ofro método los resultados obtenidos, se realizd un analisis bioinformatico
utilizando el CeNGEN [339, 340] para obtener las listas de neuronas donde se expresan los genes lin-42'y
kin-20. Hemos encontrado que ambos genes se expresan en las neuronas de la faringe, neuronas motoras,

neuronas sensoriales y en las interneuronas (Figura 5. 14).
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Figura 5. 14. Niveles de expresion de lin-42 y kin-20 en las neuronas de nematodos adultos. Niveles de
expresion del ARNm de lin-42 (barras azul-verdoso) y kin-20 (barras naranjas) en las neuronas de la faringe,
neuronas sensoriales, en las neuronas motoras y en las interneuronas. Los datos fueron obtenidos de la base
de datos de CeNGEN (https://www.cengen.org/). La escala representa el porcentaje de los niveles de expresion

del ARNm de los genes de interés, cada una de las barras representa una neurona.

Por otro lado, para comprobar la funcionalidad del sistema AID en los tejidos de interés, medimos
los niveles de expresion TIR-1::BFP en nuestras condiciones de registro de luminiscencia mediante
microscopia de fluorescencia, en presencia y ausencia de la droga Auxina. Como las seam cells en los
nematodos adultos son dificiles de observar, utilizamos gusanos en estadio L2/L3 para detectar dicho tipo
de células. Para las células neuronales, se usaron gusanos en estadio L4. Como era de esperar,
observamos una pérdida significativa de fluorescencia de BFP en las células neuronales y en las seam cells
después de 7 dias de exposicion a auxina 4 mM (K-NAA) [341], lo que confirma la degradacién especifica
del BFP::AID (Figura 5. 15 A-B). Estos resultados indican que TIR-1 puede degradar eficazmente las
proteinas marcadas con AID en las células neuronales y en las seam cells en nuestras condiciones de

registro luminiscente.

167



A neuronalp:: TIR-1::F2A::BFP:AID::NLS::tbb-2

BEP DIC MERGE
-
v

Vehiculo

A4

Seamcellsp::TIR-1::F2A::BFP::AID::NLS:tbb-2

4mM
K-NAA

w

K-NAA Vehiculo

4mM

Figura 5. 15. Expresion de BFP::AID en neuronas y seam cells expuestas a Auxina. Imégenes
representativas de nematodos que expresan TIR-1 en neuronas (prgef-1::TIR-1::F2A::BFP::AlID::NLS::thb-2) (A)
y en seam cells (pSCM::TIR-1::F2A::BFP::AID::NLS::tbb-2) (B), tratados con el vehiculo o con la droga 4 mM K-
NAA (Auxina sintética) por 7 dias. Imagenes BFP y DIC fueron superpuestas para mostrar la expresién de BFP
en neuronas (A) y en seam cells (B), en nematodos en estadio L4 y L2/L3, respectivamente (puntas de flecha).
Escala de barra 20 um.

Posteriormente, se analizaron los ritmos de luminiscencia del gen reportero sur-5::luc::gfp en
animales que contenian el constructo lin-42b::GFP::AID y kin-20b::mKate2::AID (con expresion de TIR-1
en neuronas o seam cells) y se compararon con la cepa control (linea VQ1310 [qvis8 (psurb::luc::gfp)]).
Los ensayos de luminiscencia de nematodos transgénicos crecidos durante 3 dias bajo condiciones ciclicas
(LO/FC: 15,5-17°C; 12:12 h) y luego crecidos por 4 dias més bajo condiciones constantes (OO/CC, 17°C)
mostraron que los nematodos transgénicos /in-42b::GFP::AID y kin-20b::mkate2::AID tuvieron un
comportamiento similar a la cepa control (Figura 5.16 A-B). Ademas, se obtuvieron resultados similares al
analizar las cepas lin-42b::GFP::AID y kin-20b::mkate2::AID que expresan TIR-1 en las células neuronales
(Figura 5.16 C-D). Asi, estos resultados indican que la modificacion en los alelos de /in-42b y kin-20b por
la fusién de la proteina fluorescente y la secuencia AID no alteran la expresion de las proteinas LIN-42 y

KIN-20 y, en consecuencia, no generan una alteracion de los ritmos de luminiscencia del nematodo.
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Asimismo, podemos decir que la expresion de TIR-1 en las células neuronales, tanto como en las seam

cells, no genera una alteracién en el comportamiento circadiano del nematodo.
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Figura 5. 16. Registros de luminiscencia de nematodos transgénicos lin-42b::GFP::AID y kin-
20b::mkate2::AID. A. Periodo enddgeno promedio de la cepa control (25.09 £ 0.68 h, n = 29), cepa lin-42b::AID
(27.62 £ 1.14 h, n = 13) y cepa kin-20b::AID (26.93 + 1.30 h, n = 12), que ademas expresen la proteina TIR-1 en
las células neuronales (rgef-1p::TIR-1::F2A::BFP::AID::NLS::tbb-2). ANOVA de 1 via, Dunnett's multiple
comparisons test, ns. B. Graficos representativos de los ritmos de luminiscencia de poblaciones de nematodos
adultos, bajo un ciclo dual (LO/FC, 12h :12h) y bajo condiciones constantes (OO/CC). C. Promedio del periodo
enddgeno de la cepa control (25.09 + 0.68 h, n = 29), lin-42b::AID (27.87 £ 0.74 h, n = 14) y kin-20b::AID (26.16 £
1.12 h, n = 17), que ademas expresen la proteina TIR-1 en seam cells (SMCp::TIR-1::F2A::BFP::AlID::NLS::tbb-2).
ANOVA de 1 via, Dunnett's multiple comparisons test, ns. D. Gréficos representativos de los ritmos de luminiscencia
de poblaciones de nematodos adultos, bajo un ciclo dual (LO/FC, 12h :12h) y bajo condiciones constantes (OO/CC).

Para estudiar el efecto de la degradacion especifica de KIN-20b y LIN-42b en las seam cells y en
neuronas de nematodos adultos sobre los ritmos de luminiscencia del gen reportero sur-5::luc::gfp, se
registro la luminiscencia en poblaciones durante 3 dias en condiciones ciclicas (LO/FC: 15,5-17°C, 12:12
h) y luego por 4 dias mas en condiciones constantes (OO/CC, 17°C). En cada ensayo, se agregé 4 mM K-
NAA en el medio de luminiscencia el primer dia de registro, y se observé que la concentracion suministrada
no generd toxicidad en los nematodos ya que al final del experimento los mismos continuaron moviéndose
igual que al comienzo del ensayo. Al comparar los periodos endégenos de nematodos transgénicos

expuestos al farmaco o al vehiculo (grupo control), no se encontraron diferencias significativas entre
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nematodos con disminucidn en la expresion de KIN-20b y LIN-42b en las seam cells y el control; esto
sugiere que los ritmos de luminiscencia de sur-5 no estan regulados por las proteinas KIN-20 y LIN-42 en
este tipo de células (Figura 5.17 A-D).
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Figura 5. 17. La ausencia de LIN-42b y KIN-20b en las seam cells no modifican los ritmos de luminiscencia.
A. Promedio de los periodos enddgenos en el silenciamiento de LIN-42b y KIN-20 en las seam cells, expuestas a
la droga o al vehiculo. Nematodos expuestos al vehiculo: Control (26.96 £ 1.05 h, n=18), lin-42b::AID (27.87 + 0.74
h, n=14), kin-20b::AID (26.16 + 1.12 h, n=17) y lin-42b::AID; kin-20b::AID (26.88 + 1.11, n=16). Nematodos
expuestos a la droga (4 mM Auxina): Control (28.87 £ 1.02 h, n=18), lin-42b::AID (28.86 + 1.60 h, n=8), kin-
20b::AID (25.44 + 1.04 h, n=10) y lin-42b::AID; kin-20b::AID (27.93 + 0.71, n=11). ANOVA de dos vias, Sidak's
multiple comparisons test, ns. B-D. Graficos representativos de los ritmos de luminiscencia de las poblaciones de
nematodo adultos expuestos a la droga 4mM (K-NAA), bajo condiciones ciclicas y bajo condiciones constantes: fin-
42b::AID (B), kin-20b::AID (C) y lin-42b::AlD; kin-20b::AID (D).

Contrariamente, se encontré un alargamiento significativo del periodo enddgeno en nematodos con
disminucién en la expresién de KIN-20b en neuronas (28,32 + 1,12 h, n=21 versus 24 £ 0,86 h, n=11, del
control). Asimismo, una disminucion de ambas proteinas (KIN-20b y LIN-42b) gener6 un cambio
significativo en el periodo endégeno (30,01 £ 0,70 h, n=12 versus 24 £ 0,86 h, n=11, del control) (Figura

5.14 A, C-D). Cabe destacar que el fenotipo circadiano encontrado en las poblaciones con expresion de
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KIN-20 disminuida especificamente en neuronas fue similar al de nematodos mutantes de kin-20(0k505) y
kin20(0x423), presentados en el capitulo 2. Inesperadamente, una disminucién de LIN-42b en células
neuronales no generd un cambio significativo en el periodo endégeno en comparacion con el control (26,32
+ 0,89 h, n=19 versus 24 + 0,86 h, n=11, del control) (Figura 5.18 A-B).
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Figura 5. 18. La ausencia de LIN-42b en neuronas no cambia el periodo y KIN-20b en neuronas modifica los
ritmos de luminiscencia. A. Promedio de los periodos enddgenos en el silenciamiento de LIN-42b y KIN-20 en las
neuronas, expuestas a la droga o al vehiculo. Nematodos expuestos al vehiculo: Control (25.97 £ 0.85 h, n=17), lin-
42b::AID (27.62 £ 1.14 h, n=13), kin-20b::AID (26.93 £ 1.30 h, n=12) y lin-42b::AID; kin-20b::AID (26.07 + 0.92,
n=25). Nematodos expuestos a la droga (4 mM Auxina): Control (23.99 + 0.86 h, n=11), lin-42b::AID (26.31 + 0.89
h, n=19), kin-20b::AID (28.32 £ 1.12 h, n=21) y lin-42b::AID; kin-20b::AID (30.00 + 0.70 h, n=12). ANOVA de dos
vias, Dunnett's multiple comparisons test, *p=0.0160, **p=0.0020. B-D. Gréaficos representativos de los ritmos de
luminiscencia de las poblaciones de nematodo adultos expuestos a la droga 4mM (K-NAA), bajo condiciones ciclicas
y bajo condiciones constantes: lin-42b::AID (B), kin-20b::AID (C) y lin-42b::AID; kin-20b::AID (D).

En resumen, la degradacion de KIN-20b especificamente en neuronas produjo un alargamiento del
periodo enddgeno (al igual que la degradacion de ambas proteinas, KIN-20 y LIN-42, en neuronas). Sin
embargo, la degradacion de LIN-42 especificamente en neuronas no gener6 un fenotipo circadiano. Estos
resultados sugieren que KIN-20b tendria mayor relevancia a la hora de regular los ritmos de luminiscencia
de nematodos adultos. KIN-20b podria estar actuando no solo sobre LIN-42b, sino que también podria estar
regulando la estabilidad de otras proteinas involucradas en el mecanismo del reloj central de C. elegans a

través de su fosforilacion. Estos resultados sugieren que KIN-20b y, en menor medida, LIN-42b, regulan el
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periodo de los ritmos de luminiscencia de sur-5 en las neuronas del nematodo adulto. Esto sugiere la idea
de unreloj central ubicado en las neuronas de C. elegans, como ocurre en otros organismos, y posiblemente

con actores moleculares de naturaleza similar.
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Discusion

Las modificaciones postraduccionales de las proteinas reloj regulan la duracion del periodo del ciclo
circadiano en diferentes organismos, desde Neurospora hasta Mamiferos [117, 288, 342, 343]. La principal
modificacién postraduccional que regula la oscilacion de los ritmos circadianos es la fosforilacién de PER
mediada por CK1¢/8. La interaccion entre ambas proteinas (esto es, la regulacién de PER mediada por
CK1¢/8) ha sido ampliamente estudiada en diferentes organismos; sin embargo, en C. elegans se sabe
muy poco sobre la participacion de LIN-42 y KIN-20 (homoélogos a PER y CK1¢/6, respectivamente) en el
sistema circadiano de los nematodos. Estudios bioinformaticos revelaron que tanto los dominios de
interaccién entre CK1 y PER2 (llamados CK1BD A-B) como los sitios de fosforilacién son conservados en
la proteina LIN-42 del nematodo [185, 213]. Por otro lado, CK1 tiene alto grado de homologia con KIN-20,
especificamente en el dominio caseina quinasa necesario para la fosforilacidn [185]. Como ocurre en otros
organismos, KIN-20 podria interactuar con LIN-42 para su regulacién mediada por fosforilacion. Estudios
previos han mostrado evidencias de la posible co-expresion de LIN-42 y KIN-20 en el nematodo, al expresar
GFP bajo los promotores de lin-42 y kin-20 respectivamente. Estos trabajos mostraron que GFP se expresa
en la faringe, en las seam cells, en neuronas y en células somaticas de nematodos audultos [216, 305,
344, sugiriendo que LIN-42 y KIN-20 podrian expresarce en esos tejidos. Sin embargo, estos estudios solo

demuestran la expresion transcripcional de ambas proteinas.

Para seguir avanzando en el estudio de la participacion de LIN-42 y KIN-20 en el sistema circadiano
de C. elegans, en el presente capitulo estudiamos la expresidn enddgena de las proteinas LIN-42b y KIN-
20b en nematodos en estadio L4-joven adulto, y encontramos una co-expresion de ambas proteinas en las
células de la faringe y en las células somaticas. Posteriormente, corroboramos que las células marcadas
con LIN-42b::GFP en la region de la faringe eran células neuronales, gracias a la co-expresion de un

marcador pan neuronal.

Por otro lado, los ensayos de expresidn proteica de LIN-42b mostraron que los niveles de la proteina
no varian a lo largo del dia (mas alla de que observamos una clara tendencia a una mayor expresion durante
la noche). Estos resultados son contrarios a los publicados en otros modelos. Por ejemplo, en mamiferos y
Drosophila se ha encontrado una oscilacién clara de la proteina PER con un pico de expresion durante la
noche [57, 84, 298]. Una de las dificultades que presentan los estudios de expresion de LIN-42 (ya sea a
nivel del ARNm o de la proteina) en el estadio L4-joven adulto, es la disminucién drastica de los niveles de
lin-42 en dichos estadios. El transcripto de lin-42 es altamente detectado durante el desarrollo de los
nematodos, pero en los estadios L4 y adulto los niveles disminuyen drasticamente [187]; por lo tanto, es
dificil detectar una variacién diaria de LIN-42 cuando los niveles de la proteina son muy bajos. Para evitar
ese problema, llevamos a cabo un ensayo de Western blot (dado que es una técnica que permite revelar la

identidad de la proteina mediante el uso de anticuerpos especificos) pero no logramos poner a punto la
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técnica ya que no encontramos marca en homogenatos de 4000 nematodos. En un futuro, sera necesario
seguir trabajando sobre la puesta a punto del Western blot, mas alla de buscar otras estrategias para medir

la variacion diaria de la proteina LIN-42 en estadio adulto.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los cuales mostramos una co-localizacion de KIN-
20b y LIN-42b en la region de la faringe y en las células somaticas, se buscé analizar la posible regulacion
de LIN-42 mediada por KIN-20. Los niveles de GFP se vieron disminuidos en el mutante kin-20(0k505);lin-
42b::gfp. Estos resultados demuestran que la ausencia de KIN-20 produce una disminucién en la expresion
de LIN-42, indicando que en animales wild-type, es decir cuando KIN-20 se expresa en los nematodos, LIN-
42 se encontraria estabilizada. Esta observacion correlaciona con resultados previos, donde la expresién
de LIN-42a se encuentra disminuida en el mutante kin-20(0k505) [306].

Es de particular interés identificar los tejidos y neuronas donde actuan los genes reloj de C. elegans,
y asi comprender mejor donde estaria ubicado anatémicamente el reloj bioldgico de estos nematodos. Para
ello, el sistema AID nos permitié delimitar a grosso modo el sitio de accién de LIN-42 y KIN-20 para la
generacion de los fenotipos ritmicos. Utilizando el sistema reportero luminiscente desarrollado en nuestro
laboratorio, sorprendentemente observamos un cambio en el periodo de luminiscencia cuando degradamos
especificamente en neuronas ambas proteinas (LIN-42 y KIN-20), pero no en las seam cells. También
observamos el mismo fenotipo circadiano cuando degradamos tnicamente KIN-20 en neuronas, pero ese
aumento de periodo fue menos marcado; esto sugiere que tanto LIN-42 como KIN-20 deben expresarse en
neuronas para la correcta funcionalidad del reloj de C. elegans. No observamos resultados similares cuando
degradamos solo LIN-42 en neuronas. El alargamiento del periodo de luminiscencia observado al degradar
especificamente en neuronas tanto LIN-42 como KIN-20 puede deberse a que KIN-20 no solo regule la
expresion de LIN-42, sino que también podria estar regulando otras proteinas que tengan participacién en
el reloj central del nematodo. Si bien en el primer capitulo mostramos que LIN-42 interviene en los ritmos
circadianos del nematodo adulto, esos experimentos fueron realizados con lineas mutantes de lin-42 que
tienen defectos en el desarrollo; por lo tanto, el sistema AID también nos permitié estudiar los ritmos de
luminiscencia en nematodos con baja concentracion de LIN-42 en la etapa adulta. Si bien no se encontraron
diferencias significativas en el periodo enddgeno entre la cepa con deplecion de LIN-42 (mediada por
auxina) versus la cepa utilizada como control, se observo una tendencia a aumentar el periodo endégeno
de luminiscencia. Muchas veces la dispersion de los datos no nos permite encontrar una diferencia
significativa; este es un problema muy comun en el estudio de los ritmos poblacionales.

Cabe aclarar que en algunos casos los niveles de expresion de TIR-1 influyen sobre la disminucion
de la proteina de interés. Un estudio previo demostr6 que la sobre-expresion de TIR-1 en neuronas de C.
elegans genera una mayor degradacion de la proteina de interés, en comparacion con la expresion de TIR-
1 en una copia simple [345], lo que lleva a pensar que una baja expresion de TIR-1 genera un menor

silenciamiento de la proteina de interés. En nuestros ensayos utilizamos una simple copia de TIR-1, y en
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consecuencia, podria pasar que el silenciamiento de LIN-42 y KIN-20 no sea total en las seam cells.
Ademas, la induccion de la degradacion de la proteina de interés varia dependiendo del tipo de auxina
empleada. Las auxinas mas usadas son IAA (auxina natural) y K-NAA (auxina analoga soluble en agua, y
utilizada en este trabajo). Se demostré en C. elegans que la disminucidn en la expresion de NHR-25::AID
(una proteina que interviene en el desarrollo del nematodo) mostré fenotipos diferentes dependiendo de la
auxina utilizada [345]. Otro estudio que utilizo la proteina de fusién DAF-15::AID mostrd que nematodos
crecidos en presencia de |AA presentaron un arresto larval en estadios més tempranos que aquellos
tratados con K-NAA [346]. Por lo tanto, resulta necesario corroborar nuestros ensayos de luminiscencia

utilizando la auxina I-AA para degradar las proteinas en estudio especificamente en las seam cells.

Como fue demostrado en el capitulo 2, la ausencia de KIN-20 produce un alargamiento del periodo.
En roedores se ha demostrado que el alargamiento del periodo esta relacionado con un aumento en los
niveles de PER2, generado por la incapacidad de CK1 de fosforilar a PER2 en la S478 y llevarlo a
degradacién [116]. Estos resultados indicarian que KIN-20 estaria fosforilando a LIN-42 para llevarla a
degradacidn, en consecuencia, en ausencia de KIN-20, LIN-42 se encontraria estabilizado. Sin embargo,
en el nematodo observamos que, en ausencia de KIN-20, los niveles de LIN-42 estan disminuidos durante
el dia, lo que sugiere
que, en condiciones normales, KIN-20 podria estar fosforilando a LIN-42 para estabilizarla, como sucede
con CK1y PER2, donde la fosforilacién en la S659 de PER2 mediada por CK1 produce la estabilizacién de
la proteina [117, 328, 329]. Una posible interpretacion es que los niveles de LIN-42 estén disminuidos en
ausencia de KIN-20 durante el dia, pero durante la fase nocturna exista un aumento mayor al basal y de
esa forma se genere un alargamiento del periodo. Para poder corroborar esa hipétesis es necesario estudiar
cdmo son los niveles de LIN-42 durante la fase nocturna en ausencia de KIN-20. Ademas, resulta necesario
estudiar el rol de KIN-19, una proteina caseina quinasa con homologia a la CK1 [185], la cual también
podria estar modulando los niveles de LIN-42.

Los resultados obtenidos en este capitulo sugieren que LIN-42 y KIN-20 participan en la regulacion
de los ritmos circadianos de nematodos adultos, posiblemente en neuronas. Ademas, KIN-20 regularia la
expresion de LIN-42, demostrando que el reloj molecular es un mecanismo evolutivamente conservado.
Como ya fuera mencionado, la presencia de un reloj circadiano le permitiria al nematodo adaptarse a los
cambios del medio ambiente y predecir adecuadamente los cambios diarios que suceden en la naturaleza.
Nuestros resultados aportan un importante eslabén referido al mecanismo molecular que sustenta dicho

reloj circadiano en C. elegans.
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.Anexo.

Rol de AHA-1 en los ritmos circadianos de
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Introduccion

Como se menciond en los capitulos anteriores, en C. elegans se han identificado mediante estudios
bioinformaticos homdlogos a genes reloj central de otros organismos como Drosophila y mamiferos [185,
186]. La proteina AHA-1 tiene cierto grado de homologia con la proteina CYCLE de Drosophila y BMAL-1
de mamiferos [185]. En mamiferos, BMAL-1 y CLOCK forman un heterodimero que se une a los sitios E-
box de promotores de genes reloj, como PER y CRY, a través del dominio de unién al ADN llamado bHLH
(por sus siglas del inglés, basic Helix-Loop-Helix). El heterodimero BMAL-1/CLOCK al unirse a los sitios E-
box activan la expresion de pery cry [270]. Por otro lado, la expresion de BMAL-1y CRY es controlada por
un loop transcripcional secundario conformado por las proteinas RORs y REV-ERBs, donde las proteinas
RORs (Retinoid-related Orphan Receptors) activan la expresion de BMAL-1 y CRY, mientras que las
proteinas REV-ERBs inhiben la expresion de BMAL-1 [347-349].

AHA-1 posee 453 aminoé&cidos y es ortdloga a ARNT (por sus siglas del inglés, Aryl Hydrocarbon
Nuclear Translocator) de mamiferos. AHA-1 posee dos dominios PAS y un dominio bHLH (motivo de unién
a ADN en el extremo N-terminal), entre otros [350-352](Figura 6.1). AHA-1 forma un heterodimero con AHR-
1, proteina ortéloga a AHR (por sus siglas del inglés: Aryl Hydrocarbon Receptor) de mamiferos [191]. En
mamiferos, el heterodimero AHR:ARNT se une a secuencias especificas del DNA y de esta forma regula
la transcripcion de genes target. La funcion fisiolégica de AHR-1 y AHA-1 en el nematodo es desconocida,
pero se sabe que cumplen funciones bioquimicas semejantes a lo que ocurre en mamiferos. Se ha
demostrado que AHR-1 dimeriza con AHA-1 en el nlcleo de las células en C. elegans, y por otro lado, se
encontrd por estudios in vitro que el heterodimero AHR-1:AHA-1 se une al elemento XRE (por sus siglas
del inglés, Xenobiotic Response Element), el cual tiene una funcion de cofactor transcripcional [190, 351].
Ademas, esta reportado que AHA-1 forma un heterodimero con HIF-1 (por sus siglas del inglés, Hypoxia
Inducible Factor), homéloga a HIFa de mamiferos (que contiene un motivo bHLH y regiones regulatorias
de unién con ADN) [191]. Bajo condiciones de hipoxia, HIFa es translocado al nucleo donde dimeriza con
ARNT vy genera la activacién de genes target cuya funcion es incrementar los niveles de oxigeno o
implementar una adaptacion metabdlica para la hipoxia [353]. En el nematodo, HIF-1 forma un heterodimero

con AHA-1 el cual es necesario para la adaptacién a condiciones de hipoxia [191, 354].
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Figura 6. 1. Secuencia de aha-1. A. Arquitectura de aha-1 en C. elegans. Se muestra el dominio PAS (A-B),
bHLH, y PAC (por sus siglas del inglés, PAS-associated C-terminal motif, necesario para la formacion de la
estructura de PAS). El mutante xd4 tiene una modificacion de G por A, en el sitio de splicing. B. Alineamiento
entre las secuencias aha-1y bmal-1 de homo sapiens y mus musculus, datos modificados de Jacobi D, et al.,
2015.

En mamiferos, AHR y ARNT cumplen roles importantes durante la regulacion de procesos
relacionados con el desarrollo; ratones knockout para ARNT mueren en estadios tempranos, indicando que
ambas proteinas intervienen en el desarrollo de los animales [355]. En C. elegans, una mutacion nula para
el gen aha-1 genera letalidad en el nematodo [356]. Ademas, se ha observado que nematodos mutantes

para el gen ahr-1 tienen efectos neuroldgicos [356, 357].

También, en C. elegans AHR-1 interviene en la regulacién de genes involucrados en la busqueda
de alimentos y en la evitacion de la hiperoxia. Estudios realizados en el nematodo mostraron que C. elegans
tiene una preferencia por ambientes con baja concentracion de oxigeno [358], lo que lleva a pensar que en
su nicho ecolégico los nematodos podrian preferir ambientes bajos en oxigeno como un indicativo de la
presencia de bacterias u hongos los cuales estan consumiendo oxigeno activamente [356]. Por otra parte,
el dimero AHA-1:AHR-1 interviene en la regulacién de neuronas motoras, con consecuente implicancia en

el control del comportamiento de forrajeo [268].

El rol de AHA-1 en el sistema circadiano de C. elegans fue escasamente estudiado, y los niveles
transcripcionales de aha-1 parecen no ser ritmicos en el nematodo adulto, al menos bajo ciclos clésicos de
luz-oscuridad o temperatura y en extracciones de ARN total [174, 317]. Como ya se menciono, una mutacion
nula en aha-1 es letal para el nematodo, por lo tanto, en nuestro laboratorio se estudié previamente una
cepa rescatada para aha-1 (298) que posee la expresion de aha-1 en areas no neuronales de la faringe
[359]. No se encontraron diferencias significativas en el periodo de los ritmos de actividad locomotora entre
dicha cepa y la wild-type (24.2 h), ni en la capacidad de ser entrenados por estimulos de luz o temperatura

[171]. Ademés, se ha determinado que la expresion del ARNm de aha-1 se encuentra en neuronas de la
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faringe y sensoriales, donde también se expresa lin-42 y kin-20 (Figura 6.2 A). A través de la utilizacion del
reportero paha-1.:gfp se ha comprobado que aha-1 se expresa en la faringe, en el intestino, en la hipodermis
y en el sistema neuronal (Figura 6.2 B) [360].
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Figura 6. 2. Expresion de aha-1 en el nematodo. A. Niveles de expresion del ARNm de /in-42 (barras azul-
verdoso), kin-20 (barras naranjas) y aha-1 (barras violetas) en las neuronas de la faringe y neuronas sensoriales.
Los datos fueron obtenidos de la base de datos de CeNGEN (https://www.cengen.org/). La escala representa el
porcentaje de los niveles de expresion del ARNm de los genes de interés, cada una de las barras representa una
neurona. B. Expresion de paha-1::GFP en el nematodo adulto, barra de escala 100 um. Imagen tomada de Zhang
etal., 2013.

Teniendo en cuenta el hecho de que aha-1, lin-42 y kin-20 se expresen en las neuronas de C.
elegans, y en base a los resultados obtenidos en esta tesis, hipotetizamos que el reloj central del nematodo
podria estar ubicado en algln grupo de neuronas que contemplen un ciclo molecular analogo al conocido
en otros modelos. Ademas, aha-1 podria estar regulando la expresién de lin-42'y, en consecuencia, los

ritmos circadianos del nematodo adulto, al igual que sucede con sus homologos bmal-1y per, en mamiferos.

En este capitulo nos centramos en estudiar la funcién de aha-1 en el reloj circadiano del nematodo

adulto a través del sistema reportero basado en luminiscencia.

Objetivos del presente capitulo

- Estudiar la ritmicidad circadiana bajo ciclos de luz/oscuridad y temperatura en lineas mutantes
para el gen aha-1. En particular, nos centraremos en ritmos de expresién génica.

- Estudiar los ritmos transcripcionales el gen aha-1 bajo ciclos de luz/oscuridad y temperatura.
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Materiales y Métodos

Cepas de nematodos

Los nematodos transgénicos utilizados en este trabajo fueron generados por cruzamiento mediante
una colaboracién con el laboratorio de la Dra. Claire Bénard, del Département des sciences biologiques,
Université du Québec a Montréal, Canada. La cepa XD321 [aha-1(xd4)] fue cedida por el laboratorio Mei
Ding [360].

La cepa XD321 [aha-1(xd4)] posee una mutacién puntual en aha-1. El cambio de un aminoacido G
por A, en el segundo sitio de splicing, genera una disminucion en los niveles transcripcionales de aha-1
[360]. Los nematodos mutantes tienen una morfologia y una locomocién similar a la cepa wild-type. La cepa
fue cruzada con la cepa VQ1310 (quvis8 [psurb::luc::gfp; punc-122::RFP]), generando la cepa VQ1722 [aha-
1(xd4) 1; qvis8]. Los métodos de cruzamiento se encuentran detallados en la seccidn “Materiales y Métodos:

cruce de cepas mutantes”. La cepa paha-1::luc::gfp fue generada previamente en el laboratorio.

Ensayo de luminiscencia

Los registros de luminiscencia se llevaron a cabo bajo un ciclo dual de luz/oscuridad y temperatura
(15,5°C/17°C, 12:12 h) y fueron realizados en placas multiwells. En todos los casos se utilizo el medio de

luminiscencia descripto en la seccion de materiales y métodos generales.
e Ensayo de luminiscencia en placa multiwell bajo condiciones ciclicas

Los ensayos bajo condiciones ciclicas de luz/oscuridad y temperatura (15,5°C/17°C, 12:12 h) fueron

realizados en todos los casos con poblaciones de nematodos (aproximadamente 50 nematodos por well).
e Analisis de Datos

Los datos fueron analizados como se describe en la seccidén de materiales y métodos generales.
Para todos los casos se realizé un andlisis de la varianza y un test de normalidad D°Agostino y Pearson
test, si pasaban el test de normalidad se realizd un test de Student (Student’s t-test) para la comparacion
de los cambios de periodos, si los datos no pasaran el test de normalidad se realizé un test no paramétrico,
Mann Whitney test. Se realiz6 un test Watson-Wheeler en R Studio para el andlisis del cambio de fase, y
las acrofases fueron analizadas por un test de Rayleigh utilizando el programa EI Temps (version 1.313).
Para el anélisis de los porcentajes de nematodos sincronizados, ritmicos y entrenados se utilizé un ANOVA
de dos vias. En todos los casos un valor de P<0,05 fue considerado como el minimo para ser

estadisticamente diferente. Para todos los anélisis estadisticos se utilizé el programa GraphPad Prism 7.
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Ensayos de PCR en tiempo real

Poblaciones de nematodos adultos, cepa N2 (Bristol), fueron sincronizadas por la técnica de Cloro
e NaOH [135]. Los huevos fueron recolectados y mantenidos en agitacion en buffer M9 durante toda la
noche. Al dia siguiente, las larvas L1 fueron pasadas a placas NGM con bacterias (E. Coli HB101); se
utilizaron 64 placas con 4.000 L1 por placa. Los nematodos fueron crecidos bajo un ciclo dual de
luz/oscuridad y temperatura 12: 12 h (~150 pmol/m2.s :18.5 °C/0 pmol/m2.s:20 °C) por 48 hs. Luego, las
larvas L4 fueron recolectadas a ZT4 (1 pm), lavadas con buffer M9 para remover los restos de bacteria, y
pasadas a 4 Erlenmeyer de 500 ml con 130 ml de medio de luminiscencia sin luciferina (aproximadamente
64.000 nematodos por Erlenmeyer). Los nematodos fueron entrenados bajo un ciclo dual de luz/oscuridad
y temperatura 12: 12 h (~150 pmol/m2.s :15.5 °C/0 pumol/m2.s:17 °C) en agitacién 110 rpm durante 2 dias,
y luego fueron dejados 2 dias mas en condiciones constantes (oscuridad, 17 °C). Cuatro muestras
biolégicas independientes (n=4) de ~4000 nematodos cada una fueron recolectadas cada 4 hs,
comenzando a ZT1 (10 am) en el segundo dia bajo condiciones ciclicas y bajo condiciones constantes. Los
nematodos fueron pasados a falcén de 15 ml, se esper6 hasta que decanten y se les saco el medio de
luminiscencia. Luego, se agregd 200 ul de Trizol (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) y fueron

pasados a tubos eppendorf de 1,5 ml y congelados a -80°C.

El ARN total fue extraido de las muestras mediante el método de Trizol de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. 2 ug de ARN total fueron tratados con DNAse | amplification grade (Thermo
Fisher Scientific, Estados Unidos) y utilizados para realizar la sintesis de ADNc utilizando MLLV
transcriptasa reversa (PB-L, Argentina) con primers poli-T (20 pb de largo, Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos). La PCR en tiempo real fue realizada con SYBR Green PCR Master Mix 3.0 (PB-L,
Argentina) utilizando un termociclador QuantStudio 3 (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). 9 pl de
mix fue agregado en cada uno de los 96 pocillos de la placa de PCR, y 1 ul de ADNc fue afiadido como
molde de PCR. El programa de PCR fue 10 minutos a 95 °C, 45 ciclos de 15 segundos a 95 °C y 60
segundos a 60 °C, seguido de un andlisis de curva de melting (60-95 °C con una tasa de calentamiento de

0.3 °C por segundo y medicidn continua de fluorescencia).

Los resultados fueron normalizados a los niveles de ARNm del gen de referencia Y45F10D.4. Los

primers utilizados para amplificacién de aha-1y Y45F10D.4 fueron:

Fw_aha-1: 5-GTTCGTGTTTCGGAAGATGG-3"
Rv_aha-1. 5-TTCTCATCTGCTGGATGTGC-3’

Fw_Y45f10D.4: 5'-GTCGCTTCAAATCAGTTCAGC-3’
Rv_Y45f10D.4: 5-GTTCTTGTCAAGTGATCCGACA-3’
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Las secuencias completas de los genes blanco fueron extraidas del WormBase, y los primers fueron
disefiados con el programa CloneManager y fueron revisados para la especificidad utilizando NCBI BLAST
(Blastn). Para la puesta a punto de cada set de primers se construy6 una curva estandar de 3 puntos (serie
de diluciones seriadas 1/10) para cada gen y se determin6 la concentracion adecuada de primers (0,2; 0,4;

0,6 pM) a la cual la eficiencia fue mayor. Todos los oligos fueron sintetizados en Macrogen (Corea).
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Resultados

Ritmos transcripcionales del gen aha-1

Para comprobar si aha-1 presenta ritmos transcripcionales, se generé una linea transgénica con el
reportero paha-1::luc::gfp, para registrar luminiscencia in vivo. Poblaciones de nematodos adultos
mostraron un ritmo robusto de luminiscencia tanto bajo condiciones ciclicas como condiciones constantes,
pudiendo evidenciarse un pico de luminiscencia durante la fase nocturna del ciclo que se mantuvo en
condiciones constantes (Figura 6.5 A). La cepa exhibié un periodo endégeno promedio de 24.15 £ 0.75 h,
n=13.

El analisis de los resultados mostrd que el porcentaje de nematodos que logré sincronizarse al ciclo
ambiental fue del 100% (n = 3), mientras que el porcentaje de nematodos ritmicos fue de 49.66 £ 7.79%, n
= 3. El porcentaje de poblaciones entrenadas fue de 32.66 + 6.36%, n = 3, indicando que existe una
disminucién en el porcentaje de poblaciones que pueden entrenar al ciclo dual de luz y temperatura (Figura
6.5 B). Por otro lado, la amplitud del ritmo de luminiscencia fue significativa menor bajo condiciones
constantes (LO/FC: 0.026 £ 0.001 UNDL, n = 13 versus OO/CC: 0.01 £ 0.001 UNDL, n = 13) (Figura 6.5
C). Finalmente, se determinaron las acrofases mediante el test de Rayleigh. Teniendo en cuenta las
poblaciones ritmicas, la acrofase promedio del ritmo de luminiscencia fue a ZT 18.08 £ 0.16 h (R =0.98, n
=14)ya CT 5.12 £ 1.37 h CT (R = 0.10, n = 14) (Figura 6.5 D). Asimismo, al estudiar la poblacién de
nematodos entrenados, las acrofases se vieron agrupadas bajo la fase nocturna tanto bajo condiciones
ciclicas (18.42 £ 0.19h ZT, n =6, R = 0.99), como bajo condiciones constantes (17.48 + 0.79 h CT, n = 6,
R =0.86) (Figura 6.5 E).
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Figura 6. 5. Ritmos de expresion transcripcional de aha-1. A. Luminiscencia promedio de las poblaciones
mutantes paha-1::luc:.gfp bajo condiciones de LO/FC y OO/CC. B. Porcentaje de nematodos sincronizados,
ritmicos y entrenados; se encontré una disminucién marcada en el porcentaje de nematodos ritmicos y
entrenados, en la cepa aha-1(xd4). ANOVA de 1 via, Turkey's multiple comparisons test, **p=0.0021, ***p=0.0004.
C. Promedio de la amplitud del ritmo de luminiscencia para la poblacion de nematodos ritmicos, aha-1(xd4): 0.026
4 0.0014 UNDL, n=14 (LO/FC) versus 0.0098 + 0.0011 UNDL, n=14 (OO/CC). Se encontr6 una disminucion en
la amplitud significativamente al pasar de LO/FC a OO/CC. t-test no pareado, ****p<0.0001. D-E. Gréaficos de
Rayleigh de las acrofases para la poblacion de nematodos ritmicos (D) y entrenados (E) en condiciones LO/FC
(puntos azules) y OO/CC (puntos rojos) para aha-1(xd4).

Seguidamente a los ensayos de luminiscencia, se procedié a estudiar el patron de expresién del
ARNm de aha-1 en nematodos adultos mediante qPCR (Figura 6.6 A), como se detalla en la seccion
materiales y métodos. Los resultados mostraron que los niveles del ARNm de aha-1 no tiene una oscilacién
circadiana (Figura 6.6 B). Los niveles de expresion del transcripto fueron analizados por un ANOVA de una
via, seguido de un test de Turkey multiple comparisons. No se encontraron diferencias significativas entre
ninguno de los puntos de la curva, aunque se puede apreciar una aparente oscilacién con un aumento en
la expresion del transcripto durante la fase diurna. Sin embargo, al analizar los datos por método de cosinor
con el paquete de MetaCycle de RStudio, la oscilacion no se ajusta a una onda coseno (Figura 6.6 B).
Ademas, se compararon los promedios de los valores de expresién del ARNm diarios y nocturnos; si bien
se observd un aumento en los niveles del ARNm durante la fase diurna, la diferencia no fue significativa
(Figura 6.6 C). En resumen, podemos decir que el ARNm de aha-1 no presenta una oscilacion circadiana

bajo las condiciones estudiadas.
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Figura 6. 6. Ritmos de expresion del ARNm de aha-1. A. Esquema de las condiciones de luz y temperatura
utilizadas y del experimento, y de la toma de muestra del ARNm. B. Niveles promedio de expresion del ARNm
aha-1 (n=4) cada 4 h bajo LO/FC y OO/CC, horario ZT. ANOVA de una via, Turkey’s multiple comparisons test,
ns. C. Promedio de la expresion del ARNm para el dia y la noche bajo condiciones LO/FC y OO/CC. ANOVA de
2 vias, Sidak’s multiple comparisons test, ns.

Caracterizacion del rol de AHA-1 en los ritmos circadianos de nematodos adultos

Para entender el rol de AHA-1 en los ritmos circadianos de C. elegans, se estudié el ritmo de
luminiscencia de sur-5 en una cepa mutante para aha-1. En particular, se utilizé la cepa aha-1(xd4), la cual
posee una sustitucion de un nucledtido G por A en el segundo sitio de splicing, generando una disminucion
en los niveles de expresién de aha-1[360].

Los registros de luminiscencia muestran que los nematodos aha-1(xd4) tienen un ritmo de
luminiscencia robusto bajo condiciones ciclicas y constantes (Figura 6.3 A), y se observé un aumento de la
actividad de luminiscencia durante la fase nocturna del ciclo, al igual que la cepa control. Bajo condiciones
constantes se encontrd un pico durante el dia subjetivo, completamente en antifase con la cepa control
(Figura 6.3 A). aha-1(xd4) exhibié un alargamiento significativo en el periodo endégeno (27.14 £ 0.61 h, n
= 36 versus el control 24.24 + 0.55 h, n = 20) (Figura 6.3 B). Al analizar el porcentaje de nematodos
sincronizados al ciclo dual de luz y temperatura no se encontraron diferencias significativas respecto a la
cepa control (100 + 0 %, n = 3 versus el control 100 £ 0 %, n = 3). Tampoco se encontraron diferencias
significativas en el porcentaje de nematodos ritmicos (50.00 + 3.05 %, n = 3 versus el control 51.00 + 13.00
%, n = 3) y entrenados (28.33 + 7.42 %, n = 3 versus el control 43.33 £ 11.86 %, n = 3) (Figura 6.3 C).
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A partir del analisis de los datos se determind la amplitud de los ritmos de luminiscencia, y se
encontrd que la misma disminuye al pasar de condiciones ciclicas a condiciones constantes; ambas cepas
estudiadas no presentaron diferencias significativas en la amplitud bajo condiciones ciclicas (LO/FC) (aha-
1(xd4): 0.022 £ 0.0009 UNDL, n = 36, versus el control: 0.019 + 0.001 UNDL, n = 20). Sin embarg0, bajo
condiciones constantes (OO/CC) la cepa mutante tiene una amplitud significativamente mayor a la cepa
control (aha-1(xd4): 0.012 + 0.0008 UNDL, n = 36, versus el control: 0.008 + 0.001 UNDL, n = 20) (Figura
6.3 D).
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Figura 6. 3. Sincronizacion de poblaciones mutantes aha-1(xd4) bajo el ciclo LO/FC. A. Datos suavizados
(smooth de 12h) y sin tendencia (detrend de 24h) para el control (linea negra) y aha-1(xd4) (linea violeta), bajo un
ciclo dual de luz/oscuridad y temperatura (LO/FC 15.5 °C/17 °C) por 3 dias y bajo condiciones contantes por 4
dias més (OO/CC 17 °C). B. Periodo promedio de las oscilaciones correspondientes a las poblaciones de
nematodos ritmicos de aha-1(xd4) 27.14 £ 0.61 h (n = 36) versus el control 24.24 + 0.55 (n = 20), t-test no pareado,
**p=0.0028. C. Porcentaje de nematodos sincronizados, ritmicos y entrenados; no se encontraron diferencias
entre aha-1(xd4) y la cepa control. ANOVA de 2 vias, Sidak’s multiple comparisons test. D. Promedio de la
amplitud del ritmo de luminiscencia para la poblacién de nematodos ritmicos, aha-1(xd4): 0.022 + 0.0009 UNDL,
n = 36 (LO/FC); 0.012 £ 0.0008 UNDL, n = 36 (OO/CC) versus el control: 0.019 + 0.001 UNDL, n = 20 (LO/FC);
0.008 + 0.001 UNDL, n = 20 (OO/CC). Se encontr6é una amplitud significativamente superior en la cepa mutante
bajo condiciones constantes. ANOVA de 2 vias, Sidak’s multiple comparisons test, **p=0.0070.

Adicionalmente, con estos datos se realizd un test circular de Rayleigh y se analizaron las
poblaciones de nematodos ritmicos y entrenados. La poblacion de nematodos ritmicos, bajo condiciones
ciclicas, demostrd que aha-1(xd4) tiene un leve retraso de fase (16.28 £ 0.15 h ZT, n = 36) en comparacion

al control (17.00 £ 0.10 h ZT, n = 20), bajo condiciones constantes, aunque no se observaron diferencias
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significativas (ambas cepas, mutante y control, presentan una amplia dispersién en dicha condicién). Sin
embargo, se distingue un agrupamiento de las acrofases para la cepa mutante en la fase diurna (8.07 £
0.70 h CT, n = 36). Al tomar la poblacion de nematodos entrenados no se encontraron diferencias
significativas entre la cepa mutante y el control, tanto para condiciones ciclicas como para condiciones
constantes las acrofases se encontraron agrupadas en la fase nocturna para ambas cepas (Figura 6.4 A-
B).
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Figura 6. 4. Acrofases de aha-1(xd4). A. Graficos de Rayleigh de las acrofases de los registros de luminiscencia
de la poblacion de nematodos ritmicas y entrenados bajo condiciones ciclicas (LO/FC, puntos azules) y bajo
condiciones constantes (OO/CC, puntos rojos) para la cepa control. B. Gréficos de Rayleigh de las acrofases de
los registros de luminiscencia para la poblacion de nematodos ritmicos y entrenados en condiciones LO/FC
(puntos azules) y OO/CC (puntos rojos) para aha-1(xd4). Watson-Wheeler test, ***p>0.0005. Se detallan los
valores obtenidos para las acrofases para los nematodos ritmicos (Tabla superior) y para los nematodos
entrenados (Tabla inferior).

Todos estos resultados indicarian que una mutacién en aha-1 modifica el periodo endégeno del

nematodo, pero no la capacidad de ser sincronizado o entrenado a un ciclo dual de luz y temperatura.
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Discusion

Nuestros resultados muestran que una mutacién en el gen aha-1 es capaz de alterar los ritmos de
luminiscencia de sur-5, generando especificamente un alargamiento significativo del periodo enddgeno en
comparacién con el control. Sin embargo, la disminucion de aha-1 en el mutante aha-1(xd4) no alter6 la
capacidad de los nematodos de ser sincronizados y entrenados bajo las condiciones de luz y temperatura
ensayadas. Si bien, tanto la cepa mutante como la cepa control presentan un aumento de los niveles
luminiscencia durante la fase nocturna, bajo condiciones ciclicas, se encontrd que la cepa mutante presenta
un corrimiento de fase significativo de ~1 h. Bajo condiciones de free running (FR), la cepa mutante mostré
un agrupamiento de las acrofases durante la fase diurna (pero con una gran dispersion, por lo que el test
de Rayleigh no fue significativo) y, por lo tanto, no es comparable con el promedio de las acrofases de la
cepa control bajo las mismas condiciones. Al igual que en todos los experimentos de luminiscencia, también
observamos que la amplitud del ritmo de luminiscencia disminuye drasticamente al pasar de condiciones
ciclicas a condiciones constantes; como se ha mencionado en capitulos anteriores, esto puede deberse a
un envejecimiento de los nematodos a medida que pasa el tiempo. Al centrarnos en el estudio de la
poblacién de nematodos que tuvieron la capacidad de ser entrenados al ciclo dual de luz y temperatura, no
se encontr6 una diferencia en la distribucion de la acrofase entre la cepa mutante y la cepa control, ni bajo
condiciones ciclicas, ni bajo condiciones constantes. Estos datos sugieren que la proteina AHA-1 afecta los
ritmos de luminiscencia a través de una modificacion en el periodo enddgeno, pero no afectaria la

capacidad del nematodo de ser entrenado por estimulos externos, como la luz y la temperatura.

En mamiferos, mutantes knockout para BMAL-1 (bmal-1+) exhiben la pérdida de los ritmos
circadianos, tanto comportamentales como moleculares. Ademas, se observd que dichos mutantes
presentan una disminucion en la actividad locomotora y un aumento de la masa corporal, asi como una
vida mas corta [361-363]. En Drosophila, moscas mutantes para cycle (bmal-1) muestran disrupcion en el
periodo de suefio, y ademas presentan un acortamiento del tiempo de vida en machos [364]. La regulacidn
de bmal-1 en el promedio de vida parece ser una funcidén conservada entre los diferentes organismos, ya
que en C. elegans, se ha demostrado que el mutante de aha-1 presenta una disminucién en el promedio
de vida [357]. Por otro lado, se ha reportado que una disminucion de aha-1 por ARNi genera una
desorganizacion mitocondrial, y la sobre-expresion de aha-1 prologa el tiempo de vida de los nematodos
[352]. Ademas, estudios realizados en nuestro laboratorio demostraron que al rescatar la mutacion de aha-
1, los ritmos de actividad locomotora del nematodo adulto son semejantes a la cepa wild-type [171]. Hasta
el momento, no se han encontrado otros estudios que relacion al gen aha-1 con la regulacién de los ritmos

circadianos del nematodo.

Nuestros datos indican que el promotor aha-1 tiene una oscilacién marcada bajo condiciones ciclicas

(LO/FC) con un periodo cercano a las 24h, y presenta un pico de luminiscencia durante la fase nocturna.
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La oscilacion se mantiene bajo condiciones constantes, con un periodo cercano a las 24 h, manteniendo el
pico de actividad durante la noche subjetiva. Resulta interesante notar que los ritmos de luminiscencia para
el promotor /in-42 se encuentran en contra fase con los ritmos del promotor de aha-1 bajo condiciones
ciclicas, estos resultados coindicen con lo encontrado en otros organismos, como en ratones, donde se

observé que los ritmos transcripcionales de pery bmal-1 se expresan en contra fase [365].

Sin embargd, en el presente trabajo no hemos encontrado un ritmo marcado de aha-1 al estudiar
los niveles del ARNm; si bien se observa una oscilacion, existe una dispersion amplia de los datos que
dificulta poder encontrar una variacion significativa. Ademas, se compararon los niveles de expresion
promedio del dia y la noche bajo condiciones ciclicas y bajo condiciones constantes, pero tampoco se
encontrd una variacion significativa. Al igual que lin-42, los niveles de expresién de aha-1 disminuyen en el
nematodo adulto, este podria ser un motivo por lo cual no se logra apreciar una diferencia en los niveles de
expresion del ARNm a lo largo del dia. En estudios previos, se demostré que los niveles transcripcionales
del ARNm de aha-1 no son ritmicos en el nematodo adulto, al menos bajo ciclos clasicos de luz-oscuridad
o temperatura [174, 317]. El hecho de que no exista una variacién diaria en los niveles de ARNm de aha-
1, también puede deberse a que se midieron los niveles de ARNm total, podria estar sucediendo que aha-
1 tenga una oscilacién, pero solo en un grupo de células especificas y al estudiar el ARNm total del
nematodo, estos ritmos se encuentres enmascarados. Una forma se subsanar esta metodologia, seria

realizar un RT-gPCR en single-cell.

Los datos encontrados en mamiferos demuestran que bmal-1 no solo cumple funciones en la
regulacion de los ritmos circadianos, sino también en el mantenimiento metabdlico de los organismos y en
su promedio de vida [352]. En C. elegans, aha-1 cumple funciones metabdlicas y también participa en
procesos relacionados con el envejecimiento de los nematodos [352]. En el presente capitulo demostramos
que aha-1 también interviene en el mantenimiento de los ritmos circadianos del nematodo adulto, muy
posiblemente actuando como un activador transcripcional de lin-42, al igual que pasa con sus homélogos
bmal-1y per en mamifero y Drosophila [364, 365]. Para poder comprender mas acerca de la funcion de
aha-1 en los ritmos circadianos del nematodo, resulta interesante medir los niveles transcripcionales de /in-
42 en el mutante aha-1, asi como corroborar la funcion de aha-1 en los ritmos del nematodo mediante el
rescate de la mutacion. Adicionalmente, estudios de ARNseq bajo condiciones ciclicas y constantes
permitiran obtener mayor informacién de los genes que tienen la capacidad de oscilar bajo ciertos estimulos
y posiblemente encontrar otros componentes que estén implicados en el funcionamiento del reloj central

del nematodo.
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Alo largo de la evolucion, la alternancia entre el dia y la noche —causada por la rotacion de la Tierra—
ha favorecido a aquellos organismos que fueron capaces de adaptarse a tales cambios periodicos
presentes en el entorno. Todos los animales estudiados hasta el momento poseen una red jerarquica de
relojes centrales y periféricos que les permite ajustar su fisiologia y comportamiento mediante la
sincronizacion al dia solar y, a través de ello, seleccionar el momento dptimo para llevar a cabo una
determinada funcién bioldgica. Durante muchos afios se ha investigado en diferentes organismos qué
genes componen la maquinaria molecular del reloj central, cémo la expresion de estos regula los ritmos
internos, y qué factores ambientales tienen la capacidad de sincronizar el reloj circadiano. Multiples
procesos fisioldgicos y bioquimicos presentes en los animales se encuentran regulados por el reloj central
y los relojes periféricos, como por ejemplo los niveles hormonales, el suefio, la actividad metabdlica, la
resistencia al estrés, el aprendizaje y la memoria, entre otros. Hoy en dia se sabe que muchas
enfermedades humanas estan relacionadas con el mal funcionamiento del reloj interno, y ejemplo de ellas
son el trastorno bipolar, autismo, diabetes del tipo 2, hipertensidn, obesidad, entre otras [366]. Por lo tanto,
resulta imprescindible entender en detalle el mecanismo molecular del reloj central para comprender mejor
como es la conexidn entre la modulacion circadiana y los cambios fisiolégicos de los organismos. Los ritmos
circadianos tienen un periodo de aproximadamente 24 horas y, tanto en vertebrados como en
invertebrados, un grupo de neuronas controla los comportamientos circadianos y pueden transmitir
informacién sobre la hora del dia a relojes periféricos ubicados en diferentes érganos y tejidos [367-370].
El reloj central es sincronizado por el estimulo externo mas fuerte, la luz, luego la informacién temporal es

transmitida a los relojes periféricos a través de sefiales endocrinas y sistémicas [371, 372].

En el estudio de la cronobiologia varios modelos experimentales han arrojado evidencias de la
existencia de un reloj molecular que controla el comportamiento, la fisiologia y el metabolismo, como por
ejemplo Mus musculus, hdmster, Drosophila melanogaster o Danio rerio [343, 365, 373, 374]. Actualmente,
el nematodo C. elegans es utilizado como modelo de estudio en cronobiologia, y se sabe que estos
animales presentan ritmos circadianos en su actividad locomotora y en la resistencia al estrés oxidativo,
entre otros [268, 375]. En el presente trabajo de tesis caracterizamos a nivel molecular el reloj bioldgico de
C. elegans, e identificamos posibles genes que podrian estar involucrados en la regulacion de los ritmos

circadianos del nematodo.

Nuestros esfuerzos por entender cémo funciona el reloj bioldgico de los nematodos nos llevaron a
estudiar en primer lugar la ritmicidad circadiana en lineas mutantes para genes que fueron identificados
como homdlogos al reloj central de moscas y mamiferos (tales como lin-42, aha-1'y kin-20). En particular,
nos centramos en ritmos de expresion génica a través de la utilizacion de un sistema reportero basado en
luminiscencia, desarrollado previamente en nuestro laboratorio. En todos los ensayos realizados los
nematodos fueron sincronizados con dos estimulos ambientales: luz y temperatura, dado que nuestro

laboratorio mostré que en C. elegans ambos son estimulos muy importantes para llevar a cabo la
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sincronizacion del reloj central, tanto para ritmos de actividad locomotora [171, 181, 376] como de expresion
génica [183]. En el nicho ecoldgico del nematodo, en particular el compost y el humus, la temperatura se
incrementa durante el dia, llegando a su punto maximo al final del atardecer [377]. Asi, las horas con mayor
temperatura son concentradas al final del dia, donde si bien la radiacién solar es minima, el suelo absorbi6
mayormente el calor. En este contexto, nuestro laboratorio disefié un ciclo dual de luz y temperatura que
emula el ambiente que rodea al nematodo, donde la temperatura alta coincide con la fase de oscuridad, y
la temperatura baja con el dia [183]. Por lo tanto, en nuestros ensayos utilizamos el siguiente esquema de
sincronizacion LO/FC 12: 12h (~150 pmol/m2.s :18.5 °C/0 pmol/m2.s:20 °C).

En el presente trabajo se estudié los genes lin-42, kin-20 y aha-1, los cuales tiene una extensa
homologia con genes reloj que intervienen en el funcionamiento del reloj central de Mamiferos y Drosophila
[185]. El estudio de las proteinas LIN-42, KIN-20 y AHA-1, homdlogos a PER, CK1e/d y BMAL-1,
respectivamente, nos permite entender las bases moleculares del reloj del nematodo, asi como también

encontrar las regiones en las cuales podria encontrarse el reloj central del nematodo.

El capitulo 1 del presente trabajo tuvo como objetivo general investigar los ritmos circadianos del
nematodo adulto en lineas mutantes para el gen lin-42 a través de la utilizacién del sistema reportero
mencionado anteriormente, y asi verificar el rol de la proteina LIN-42 -homologa a PER de mamiferos y
Drosophila— en los ritmos circadianos del nematodo. Esta ampliamente estudiado que LIN-42 es importante
para el correcto desarrollo del nematodo [187, 213, 221], y se ha demostrado que la proteina tiene ritmos
durante el desarrollo (cada ~ 8-10 h), con un pico de expresion durante los cambios de muda [187], pero
su funcién en los ritmos circadianos del nematodo adulto ha sido escasamente investigada. Como se
menciond, LIN-42 conserva gran homologia con PER de mamiferos y Drosophila, la cual es una proteina
importante para la regulacion y el mantenimiento de los ritmos en dichos organismos. En base a esta
premisa, medimos ritmos de luminiscencia del gen sur-5 (utilizado en esta tesis como salida del reloj, de
manera similar a trabajos previos realizados en el laboratorio [183]) en nematodos mutantes de lin-42. Los
resultados presentados muestran que la ausencia de lin-42 produjo una alteracién en los ritmos de
luminiscencia de sur-5, alargando el periodo enddgeno, y disminuyendo la capacidad de los nematodos de
ser entrenados bajo un ciclo dual de luz y temperatura. Estos datos concuerdan con resultados previos de
nuestro laboratorio, en el cual nematodos mutantes de lin-42 muestran un periodo de actividad locomotora
ligeramente mas largo [171]. Tanto en la cepa wild-type como en la mutante, observamos un maximo en la
sefial de luminiscencia durante la fase nocturna del ciclo. Esta reportado que los nematodos utilizan la
fototaxis negativa como un mecanismo protector para escapar de dosis altas de luz solar [378] y asi evitar
dafios asociados con mutaciones en el ADN. La bajada en la sefial de luminiscencia observada durante la
fase de luz podria deberse a que los nematodos se encuentren en un estado de reposo metabdlico y durante
la noche incrementen su metabolismo, generando un aumento en la expresion del gen sur-5 [238]. Por otro

lado, cuando analizamos los ritmos de luminiscencia de un constructo luminiscente guiado por el promotor
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de lin-42 (la linea plin-42::luc::gfp:.pest) observamos un ritmo robusto bajo condiciones ciclicas (LO/FC) y
bajo condiciones constantes (OO/CC). Sin embargo, los niveles promedio del ARNm para lin-42b no
mostraron una oscilacion circadiana bajo las condiciones ensayadas. Cabe la posibilidad de que los genes
homalogos al reloj, como es el caso de lin-42, ciclen en un grupo pequefio de células o tejidos del nematodo,
y por lo tanto al trabajar con extracciones de ARNm total de animales enteros se pierda la capacidad de
detectar cambios en la expresion. En resumen, mostramos que LIN-42 juega un rol importante en la
generacion de ritmos circadianos en nematodos adultos. Posiblemente, un reloj no funcional a causa de
mutaciones en lin-42 que den lugar a una proteina no funcional disminuya la capacidad del nematodo de
adaptarse a los cambios ambientales. Ademas, también mostramos que tanto el dominio PAS como el
dominio CKBD -y el sitio intermedio entre ambos— presentes en /in-42 son necesarios para la correcta
funcionalidad circadiana de la proteina. La region entre ambos dominios podria ser de gran importancia
para la regulacion de la proteina LIN-42 y su intervencion en los ritmos circadianos del nematodo, muy
posiblemente, esa sea una regién propensa a ser fosforiladas y de esta forma regular la estabilidad de la

proteina.

Por otro lado, se sabe que CK1¢/d cumple un rol importante en mantener la ritmicidad y el periodo
en mamiferos y otros organismos [296, 379]. Por lo tanto, en el capitulo 2 se exploro el rol de KIN-20
(proteina del nematodo que posee la mayor homologia con CK1¢/8) en el sistema circadiano de C. elegans,
mediante el uso del reportero luminiscente. Pudimos observar que mutantes de kin-20 exhibieron un
alargamiento del periodo de luminiscencia significativo en comparacion con la cepa control, sin verse
afectada la capacidad del nematodo de ser sincronizado o entrenado al ciclo dual de luz y temperatura. El
alargamiento del periodo observado podria deberse a la ausencia de fosforilacién de LIN-42 mediada por
KIN-20, y en consecuencia no se produciria la degradacion de LIN-42 via proteosoma. Resulta interesante
notar que al aumentar los niveles basales de la isoforma KIN-20b también se observé un alargamiento del
periodo enddgeno. Es esperable que el aumento de estos produzca una mayor fosforilacion de LIN-42
mediada por KIN-20 y, en consecuencia, una degradacion de LIN-42 exacerbada, provocando un
acortamiento del periodo enddgeno. Trabajos recientes han postulado que, en mamiferos, CK1¢/6 cumple
funciones opuestas. Por un lado, fosforila a PER para llevarla a degradacion, por otro lado, lo fosforila para
estabilizarlo [316]. Por lo tanto, en el nematodo podria estar ocurriendo una situacion similar: al aumentar
los niveles basales de KIN-20, la proteina LIN-42 se encontraria mayormente fosforilada, generando su
estabilizacion y produciendo de esta forma un aumento del periodo enddgeno. Ademas, se encontr6 que
los niveles transcripcionales de kin-20 se mantienen constantes a lo largo del dia, coincidiendo con datos
encontrados en otros organismos [53, 280]. Dada la gran homologia de KIN-20 con CK1¢/6 de mamiferos,
y en base a nuestros resultados, hipotetizamos que KIN-20 cumple funciones importantes en la regulacion
del reloj molecular del nematodo, a través de la regulacién de LIN-42. Sin embargo, debemos tomar en

cuenta otras quinasas que podrian estar interactuando, ya sea con LIN-42 o bien con KIN-20.
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En el capitulo 3 de este trabajo de tesis se realizd una descripcion de la posible interaccién entre
LIN-42 y KIN-20. Para ello se busco establecer la ubicacién celular de dichas proteinas en el nematodo
adulto. Nuestra hipétesis es que el reloj central del nematodo esta ubicado en las células neuronales, al
igual que sucede en otros organismos Y, por lo tanto, se esperaria que ambas proteinas se expresen en
los mismos tejidos para cumplir su rol circadiano. Los estudios de expresion de LIN-42 y KIN-20 mostraron
una co-expresion en células neuronales, en la faringe y en las seam cells. Por otro lado, siguiendo con la
idea de que LIN-42 es fosforilada por KIN-20 para su regulacion, se buscé establecer una relacién entre
ambas proteinas. Se encontrd que la expresion de LIN-42 se encuentra disminuida en mutantes de kin-20,
lo cual sugiere la idea de que KIN-20 estabiliza a LIN-42 posiblemente mediante fosforilacién. Aqui podrian
estar ocurriendo dos fendmenos: que KIN-20 regule la estabilidad y translocacién nuclear de LIN-42 via
fosforilacion o bien que al fosforilar a LIN-42 KIN-20 no deje accesibles posibles sitios de fosforilacién para
la subsecuente degradacion por proteosoma. Por lo tanto, en un futuro nos proponemos evaluar ademas si
ambas proteinas interaccionan y si KIN-20 modula la actividad de LIN-42 por fosforilacion, dado que esto
demostraria una verdadera conservacion evolutiva en el mecanismo central del reloj. Por otro lado,
evaluamos el efecto de la degradacion tejido-especifica de los genes candidatos (lin-42 y kin-20) sobre la
sincronizacion y ritmicidad circadiana. Para ello, el sistema AID que empleamos fue de gran utilidad dado
que no solo nos permitid disminuir los niveles de expresion de las proteinas en estudio en un tejido
especifico, sino que también nos permitié hacerlo en un momento del desarrollo determinado (en este caso,
el estadio adulto); esto es de gran importancia para nuestro trabajo, ya que las proteinas estudiadas poseen
roles cruciales a nivel del desarrollo en los nematodos. Tanto en vertebrados como en invertebrados, la
regulacion de los ritmos circadianos esta dada por un grupo de neuronas que pueden transmitir informacion
sobre la hora del dia a relojes periféricos ubicados en diferentes drganos vy tejidos [270, 380]. Por lo tanto,
decidimos analizar el efecto de una disminucién en los niveles de LIN-42 y KIN-20 en el nematodo adulto,
especificamente en las células neuronales. Encontramos un fenotipo circadiano no solo cuando
degradamos KIN-20, sino también cuando degradamos ambas proteinas (LIN-42 y KIN-20), observando un
alargamiento del periodo de luminiscencia significativo. La disminucion de ambas proteinas mostré un
fenotipo circadiano mas marcado, lo cual puede deberse a que KIN-20 regule no solo a LIN-42, sino también
a otros genes reloj. Por otro lado, una disminucion en los niveles de LIN-42, KIN-20 o ambas proteinas en
las seam cells, no modificé los ritmos de luminiscencia, ni el periodo endogeno. Estos resultados
demuestran que ambas proteinas regulan los ritmos de luminiscencia del nematodo adulto, posiblemente
cumpliendo su rol circadiano en las neuronas. Esto nos permite pensar que los nematodos tendrian un reloj

central neuronal donde actuarian los genes en cuestion para controlar los comportamientos circadianos.

Como mencionamos a lo largo de esta tesis, el nematodo posee casi todos los genes homélogos
que componen el reloj molecular central de otros organismos modelos, y uno de ellos es aha-1 (homélogo

a cycle de Drosophila'y bmal-1 de mamiferos). BMAL-1 interviene en la regulacion del reloj a través de la
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activacion de la transcripcién de PER, y un mecanismo semejante ocurre en Drosophila. Para entender con
mayor detalle como es la regulacion del reloj molecular del nematodo, se estudid la funcion de la proteina
AHA-1 en los ritmos circadianos de C. elegans. En el Anexo del presente trabajo mostramos que mutantes
de aha-1 tienen un alargamiento del periodo de luminiscencia, sin afectar la capacidad de los nematodos
de ser sincronizados o entrenados a un ciclo dual de luz y temperatura. Ademas, nematodos transgénicos
paha-1::luc::gfp mostraron un ritmo robusto de luminiscencia tanto bajo condiciones ciclicas como
condiciones constantes, con un pico de luminiscencia durante la fase nocturna del ciclo que se mantuvo en
condiciones constantes. Al comparar estos resultados con los ritmos de luminiscencia de nematodos
transgénicos plin-42::luc::gfp:.pest pudimos observar que el pico de luminiscencia se encuentra en antifase;
esto guarda cierta similitud con lo que ocurre con la oscilacion de PER y BMAL-1 en mamiferos [270]. Sin
embargo, cuando estudiamos el patron de expresion del ARNm de aha-1 en nematodos adultos,
encontramos que los niveles del mensajero no tienen una oscilacién circadiana. Si AHA-1 efectivamente
posee un rol similar al que cumple su proteina homologa en mamiferos y en Drosophila, posiblemente
funcione activando la transcripcién de LIN-42, siendo de esta forma un componente esencial para mantener
el correcto funcionamiento del reloj del nematodo. Ademas, tanto en mamiferos como en Drosophila, se ha
demostrado que BMAL-1 es importante no solo para mantener la oscilacion del reloj central, sino también
para regular la longevidad del organismo. En C. elegans también se ha encontrado el mismo rol para AHA-
1 [351], indicando que posiblemente la funcion de dicha proteina se haya conservado a lo largo de la

evolucion.

En resumen, este trabajo de tesis presenta una caracterizacion de algunos de los componentes del
reloj molecular del nematodo a través del estudio de los ritmos circadianos de luminiscencia del gen
reportero sur-5, en el nematodo adulto. En particular, se han estudiado las proteinas reloj evolutivamente
conservadas: LIN-42, KIN-20 y AHA-1. Una caracteristica comln observada en todos los ensayos
realizados en C.elegans es la baja poblacion de nematodos que mantienen un ritmo circadiano en ausencia
de los estimulos externos (en este caso, el ciclo dual de luz y temperatura). En general, ~50% de la
poblacién es claramente entrenada por la luz y la temperatura, mientras que el resto muestra un fendmeno
de enmascaramiento. Una de las posibles razones por la cual se observa este fenémeno, esta
probablemente relacionada con las condiciones de sincronizacion y los zeitgebers utilizados en los
experimentos, los cuales podrian no ser éptimos para el entrenamiento del reloj del nematodo. Esto es
especialmente critico en ensayos poblacionales, donde es indispensable que animales individuales se
encuentren sincronizados unos con otros, generando de esta forma una salida Unica y menos variable. En
trabajos futuros seria interesante simular ciclos de luz y temperatura a los cuales C. elegans esta expuesto

en su nicho natural.

Como ocurre en todos los organismos estudiados hasta el momento, la presencia de un reloj central

en el nematodo le conferiria una ventaja adaptativa, permitiéndole adaptarse a los cambios ciclicos del
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ambiente, como por ejemplo cambios en la intensidad de la luz, fluctuaciones en la temperatura,
disponibilidad de alimento, presencia de predadores, etc. Si bien el reloj molecular del nematodo presenta
similitudes con el reloj circadiano de mamiferos y Drosophila, es intuitivo pensar que en el nematodo se
trate de un reloj primitivo y mas débil, el cual sea mas sensible a cambios en el medioambiente. Se sabe
que C. elegans es muy sensible a pequefios cambios de temperatura [381]; por lo tanto, pequefias
variaciones térmicas, que para organismos mas desarrollados serian imperceptibles, para el nematodo
resultan ser cambios significativos; de esta forma el reloj molecular constantemente trata de adaptarse a
dichas modificaciones, generando una variacién muy amplia entre poblaciones de nematodos. A pesar de
ello, numerosas ventajas estan a favor de la utilizacién de C. elegans como organismo modelo en
cronobiologia, siendo algunas de ellas la relativa facilidad para manipularlo genéticamente mediante
mutagénesis clasica, ARN de interferencia (ARNi) y CRISPR, y ademas la posibilidad de estudiar la funcion
de neuronas especificas y circuitos neuronales mediante la muerte programada por apoptosis inducida por
la expresién especifica de caspasas humanas [382] o controlar la actividad neuronal mediante canales de
cloruro sensibles a histamina (HisCI1) provenientes de Drosophila [383]. En consecuencia, el nematodo
nos permite estudiar con mayor facilidad la interacciones y las modificaciones transcripcionales vy
transducciones de las proteinas reloj, las cuales son muy complejas de estudiar en modelos mas

desarrollados.

En base a nuestros resultados, en la figura 7.1 mostramos un esquema del posible mecanismo

molecular (o parte de él) del reloj central que gobierna los ritmos circadianos en C. elegans.
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Figura 7. 1. Posible mecanismo molecular del reloj central del nematodo, basado en el reloj de mamiferos.
La proteina AHA-1 se uniria a los sitios E-box del promotor de /in-42 produciendo la activacion de gen. Al mutar
AHA-1, la expresion de LIN-42 se ve disminuida, y por lo tanto se genera un enlentecimiento del reloj molecular
(traducido como un alargamiento del periodo). De igual forma, al mutar LIN-42 se genera un alargamiento del
periodo y una alteracion en la capacidad de los nematodos de ser entrenados al ciclo dual. Por otro lado, KIN-20
podria estar fosforilando a LIN-42 al menos de dos maneras diferentes: por un lado, marcaria a LIN-42 para su
degradacion, por el otro produciria la estabilizacion de LIN-42 por un aumento en la fosforilacion de las serinas
presentes en la proteina. LIN-42 estabilizada es translocada al nicleo, probablemente unida a KIN-20, para inhibir
su propia transcripcién. Al mutar KIN-20, LIN-42 no puede ser fosforila en ninguno de los sitios, generando un
aumento del periodo enddgeno. Por otro lado, al aumentar los niveles basales de KIN-20 se produciria un aumento
de la fosforilacion de PER, y en consecuencia la proteina estaria estabilizada, ingresando al nucleo e inhibiendo
su propia expresién, dando lugar a un alargamiento del periodo. Las flechas negras indican lo que sucederia en
condiciones basales, las flechas rojas indican lo que sucederia al mutar las proteinas reloj. Las lineas punteadas
indican las proteinas mutadas y ausentes, las lineas completas indican las proteinas expresadas.

2

Estos estudios nos ayudan a entender las bases moleculares del reloj circadiano de C. elegans y a
identificar los circuitos neuronales involucrados en la sincronizacion del nematodo. Caracterizar el reloj
molecular de C. elegans mejora no solo nuestra comprension de la biologia bésica de los ritmos circadianos,
sino que permitird ademas establecerlo como organismo modelo para el estudio de enfermedades

asociadas con alteraciones en el sistema circadiano.
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Cepas Genotipo Descripcion
N2 Wild-type control
VQ1310 | quis8 [psur-5::luc::gfp + punc-122::rfp] #50C Reportero ritmico luminiscente en
background N2
RG1590 : lin-42 (ox461) |l Delecion en el dominio PAS y SYQ/LT
RB1843 : lin-42 (0k2385) Il Delecion en el dominio SYQ/LT
MT2257 : lin-42 (n1089) I Delecion en el dominio PAS
VQ1354 | lin-42 (0x461) I, #50C; qvis8 0x461 mutante con el reportero ritmico
luminiscente
VQ1326 | lin-42 (n1089) Il, #4OC,; qvls8 n1089 mutante con el reportero ritmico
luminiscente
VQ1353 | lin-42 (0k2385) II, #20C; qvis8 0k2385 mutante con el reportero
ritmico luminiscente
VQ1384 | qvEXx400 (plin-42b/c::lin-42b::gfp::unc-54, pBB107) | Sobreexpresidn de lin-42b en
background N2
VQ1366 | qvEX385 (plin-42 b/c::lin-42¢::gfp::uncb4, pBB107) i Sobreexpresién de lin-42¢ en
background N2
VQ1368 | qvEX387 (plin-42 a::lin-42a::gfp::uncb4, pBB107) Sobreexpresion de lin-42a en
background N2
DG3 qvEx400 (plin-42b/c::isoforma b::gfp::unc-54, Sobreexpresion de lin-42by con el
pBB107); qvls8 reportero ritmico luminiscente
DG6 QVEX387 (plin-42 a::lin42a::gfp::uncb4, pBB107); Sobreexpresion de lin-42ay con el
qvls8 reportero ritmico luminiscente
DG8 QVEX385 (plin-42 b/c::lin42c::gfp::uncb4, pBB107); i Sobreexpresidn de lin-42c¢ y con el
qis8 reportero ritmico luminiscente
VQ1484 | lin-42(ox461) Il #50C; qvis8; qvEx400 (plin- 0x461 rescatado con lin-42b 'y con el
42b/c::isoforma b::gfp::unc-54; pBB107) reportero ritmico luminiscente
VQ1324 | qvEx361 (plin-42::luc::gfp::pest, pCFJI0) Reportero luminiscente bajo el control
del promotor de kin-20 para analizar su
expresion in vivo
VC398 kin-20 (0k505) X Delecion en el dominio quinasa
VQ1355 | kin-20 (0k505) X, #50C; qvls8 0k505 mutante con el reportero ritmico
luminiscente
VQ1539 | kin-20(0k505) X #30C; qvls8; qvEx390 (pkin- 0k505 rescatado con kin-20b y con el
20::isoform b::rfp; pBB107) reportero ritmico luminiscente
EG5202 | oxlIs12 [punc-47:GFP, lin-15(+)] kin-20(0x423) X Mutacion sin sentido (Q344stop) en el
dominio guinasa
DG1 oxIs12 [punc-47:GFP, lin-15(+)] kin-20(0x423) X; i ok423 mutante con el reportero ritmico
qvls8 luminiscente
EG9581 0xSi1087 [pkin-20::RFP::kin-20::kin-20UTR, Ch 0x423 rescatado con kin-20a/c/d
unc-119(+) ttTi5605] Il ; oxIs12 [punc-47:GFP, lin-
15(+)] kin-20(0x423) X
DG2 0xSi1087 [pkin-20::rfp::kin-20::kin-20UTR, Cb unc- i 0x423 rescatado con kin-20a/c/d y con
119(+) #ttTi5605] Il ; oxls12 [punc-47:GFP, lin- el reportero ritmico luminiscente
15(+)] kin-20(0x423) X; qvls8
VQ1371 qvEx389 (pkin20::isoforma b::RFP, pBB107) Sobreexpresion de kin-20b en
background N2
DG4 qvEx389 (pkin20::isoforma b::RFP, pBB107); quis8 | Sobreexpresion de kin-20b y con el
reportero ritmico luminiscente
VQ1299 | qvEx350 (pkin20::isoforma d::RFP, pCFJ90) Sobreexpresion de kin-20d en
background N2
DG5 qvEx350 (pkin20::isoforma d::RFP, pCFJ90); qvis8 : Sobreexpresidn de kin-20d y con el
reportero ritmico luminiscente
VQ1319 | qvEx359 (pkin20::isoforma C::RFP, pCFJ90) Sobreexpresion de kin-20c en
background N2
DG7 qvEx359 (pkin20::isoforma C::RFP, pCFJ90); quis8 | Sobreexpresion de kin-20c y con el

reportero ritmico luminiscente

200



VQ1320

qvEx360 (pkin20::luc::gfp::pest, pCFJI0)

Reportero luminiscente bajo el control
del promotor de kin-20 para analizar su
expresion in vivo

PHX651 syb651 [kin20b::mkate2::myc] X Nativo kin-20b con mKate2 tag y myc
tags
PHX604 | syb604 [lin-42 b::gfp::HISx6::3XFLAG] Il Nativo lin-42b con GFP tag y histidina y
FLAG tags
VQ1330 | syb651 [kin20b::mkate2::myc] X; syb604 [lin- Nativo kin-20b y mKate2 tag; nativo lin-
42b::gfp::HISx6 ::3XFLAG] Il 42b con GFP tag
JDW136 | lin-42(wrd35 [lin-42::GFP"degron:3xFLAG))l Nativo lin-42 con AID y 3XFLAG
VQ1850 | kin-20(syb4198[kin-20b/c::mkate-2"degron:HA])X | Nativo kin-20 con AID y HA
JDW233 | wrdSi46[SCMp*::TIR1::F2A::BFP::AID*::NLS::tbb-2  Expresién TIR-1 en seam cell y
3'UTR] -5.32 secuencia AID::BFP en seam cell.
Tambien expression en las células
hipodermales.
VQ1873 | wrdSi46 [SCMp*::TIR1::F2A::BFP::AID*::NLS::tbb- | Expresion TIR-1 en seam cells y el
2 3'UTR] I; qvis8 reportero luminiscente (control)
VQ1871 lin-42(wrd35[lin-42::GFP"degron:3xFLAG])Il; Degradacion de LIN-42 en seam cells y
wrdSi46[SCMp*:: TIR1::F2A::BFP::AID*::NLS::tbb-2 ' el reportero luminiscente
3'UTR] I:-56.32; qvis8
VQ1872 | kin-20(syb4198[kin-20b/c::mkate-2"degron:HA])X; | Degradacién de KIN-20 en seam cells y
wrdSi46[SCMp*:: TIR1::F2A::BFP::AID*::NLS::tbb-2 ' el reportero luminiscente
3'UTR] I:-5.32; qvls8
VQ1870 | kin-20(syb4198[kin-20b/c::mkate-2"degron:HA])X; | Degradacion de LIN-42 y KIN-20 en
lin-42(wrd35[lin-42::GFPdegron:3xFLAG])!I; seam cells y el reportero luminiscente
wrdSi46[SCMp*:: TIR1::F2A::BFP::AID*::NLS::tbb-2
3'UTR] I:-5.32; qvis8
DV3805 eSi7[rgef1p::TIR1::F2A::mTagBFP2::NLS::AlD::tbb- | Expresion TIR-1 en neuronas y
23UTR] (I:-5.32) secuencia AID::BFP en neuronas
VQ1903 | reSi7 Expresion TIR-1 en neuronas y el
[rgef1p::TIR1::F2A::mTagBFP2::NLS::AlD::tbb-2 reportero luminiscente (control)
JUTR] I; qvis8 [psur-5::luc::gfp + punc-122::RFP]
VQ1901 lin-42(wrd35[lin-42::GFP"degron:3xFLAG])II; reSi7 | Degradacion de LIN-42 en neuronas y
[rgef-1p::TIR1::F2A::mTagBFP2::NLS::AlD::tbb-2 el reportero luminiscente
3UTR] (I:-5.32); qvis8
Q1872 | kin-20(syb4198[kin-20b/c::mkate-2"degron:HA])X; | Degradacion de KIN-20 en neuronas y
wrdSi46[SCMp*:: TIR1::F2A::BFP::AID*::NLS::tbb-2 | el reportero luminiscente
3'UTR] I:-56.32; qvis8
VQ1919 | kin-20(syb4198[kin-20b/c::mkate-2"degron:HA])X; | Degradacion de LIN-42 y KIN-20 en
lin-42(wrd35[lin-42::GFP*degron:3xFLAG])II; reSi7 i neuronas y el reportero luminiscente
[rgef-1p:: TIR1::F2A::mTagBFP2::NLS::AlD::tbb-2
JUTR] (I:-5.32); quls8
VQ1723 | kin-20(0k505) X; lin-42(syb604) [lin-42 Nativo lin-42b con GFP en background
b::gfp::hisx6::3XFLAG] Il 0k505
XD321 aha-1(xd4) Mutacién sin sentido en aha-1
VQ1722 | aha-1(xd4) |; qvis8 xd4 mutante con el reportero ritmico
luminiscente
VQ1071 paha-1::luc::gfp Reportero luminiscente bajo el control

del promotor de aha-1 para analizar su
expresion in vivo
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Nombre Secuencia
Fw_ox461_ext CGGTTACGCATTGAAAGACA
Rv_ox461_ext CAATTCATCCCGGTTTCTGT
Rv_ox461_int AACGTGGCCTATCCAATCTC
Fw_ok2385_ext CGGTTACGCATTGAAAGACA
Rv_ok2385_ext AGTCCCTTTTGCCTGGATCT
Rv_ 0k2385_int AACGTGGCCTATCCAATCTC
Fw_n1089_ext AGACTGCTGCAGGGCAGTGT

Rv_n1089 ext

GCACCTTCACATTACCCCACG

Rv_n1089_int

GTTGCGAGCAGCCACTCTCTC

Fw_LIN42_PEST_Hindlll

CCCAAGCTTAGAGATAGAGAGCGTCGGAGGGTG

Rv_LIN42_PEST_BamH|

CGCGGATCCTTGGCTGATGGTGCCACGTTC

Fw_lin42b/c_RT CCGAAAAATGGAGCTAGTCG
Rv_lin42b/c_RT CGAAAGTCTTCGCCATAACC
Fw_Y45{10D.4_RT GTCGCTTCAAATCAGTTCAGC
Rv_Y45f10D.4_RT GTTCTTGTCAAGTGATCCGACA
Fw_KIN20ext CCGGTTATTCGTTCAAAAGCA
Rv_KIN20ext CAGGCACAGCTAGCATCTTC
Rv_KIN20int TGTTCCGCACGTTATTCCATC

Fw_kin20d_Xbal

GCTCTAGACTGGAGGGTGTCTGTCCCGATTG

Rv_kin20d_Kpnl-Sacl

GGGGTACCCGAGCTCGGTAAAATGGCAAGTCAAATTTG

Fw_kin20d_Xbal

GCTCTAGAGCTAAAACGTGGCAAAAATCAGAGAG

Rv_kin20d_Sphl

ACATGCATGCGATGAGATCAGTGCGACTAGACG

Fw_kin20c_Xbal

GCTCTAGACTGGAGGGTGTCTGTCCCGATTG

Rv_kin20c_Sacl

CGAGCTCTATGTCGACGTTGATTTGG

Fw_1_kin20b CCACCGCACCGCTGGTTTCTTCAAGAAAGCGGAGATGG

Fw_2_kin20b TGACAACAACCCACCTCTCGGATCCATCAACCGTCAGCCACCGCACC
GCTGGTTTCTTC

Fw_3_kin20b GCTCTAGAACCATCCATCTGACAACAACCCACCTCTCG

Rv_1_kin20b_Sacl

CGAGCTCGATAATGTCGACGTTGATTTG

Fw_kin20b_Clon

ATTTTTGCCACGTTTTAGCTCTAGAACCATCCATCTGAC

Rv_kin20b_Clon

TGGCGACCGGTACCCGAGCTCGATAATGTCGACGTTGATTTG

Fw_kin20_PEST

GCTAACAACTTGGAAATGAAATAGATGAGATCAGTGCGACTAG

Rv_kin20_PEST

TGTTTTTGGCGTCTTCCATGGCTAAAACGTGGCAAAAATC

FW_GFP TGACGGGAACTACAAGACAC
RV_GFP CCAGCAGCTGTTACAAACTC
FW_mKate2 CCATACGAGGGAACCCAAAC
RV_mKate2 CTTGGCTGGCTTCTTGGAAC
FW_BFP TCAAGCTCGCCGGAGACG
RV_BFP GTTGAGCTTGTGTCCGAGC
Fw_aha-1 GTTCGTGTTTCGGAAGATGG
Rv_aha-1 TTCTCATCTGCTGGATGTGC
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