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1 ABREVIATURAS

ADN
ARD
ARN

C. elegans
CED
GMPc
Col.

Daf-c
Daf-d

DIC
ARNdc
DTC

etal.

Fig.
GLP-1/Notch

1S
L1-4

Mb
NGM
TGF- B
uv

Acido desoxirribonucleico.

Diapausa reproductiva del adulto.

Acido ribonucleico.

Nombre cientifico del nematodo Caenorhabditis elegans.
Proteinas que producen muerte celular anormal en C. elegans.
Guanosin monofosfato ciclico.

Colaboradores.

Mutaciones que originan la entrada constitutiva a la etapa dauer.

Mutaciones que son defectuosas para la entrada a la etapa dauer.

Contraste interdiferencial.

Acido ribonucleico de doble cadena.
Célula de la punta distal.

Y colaboradores.

Figura.

Proteina de membrana que al ser interrumpida produce una
proliferacion anormal de la linea germinal.

Horas.

Via de sefializacion de la insulina y su receptor.
Estadio larvario que va del 1 al 4.

Libra.

Molar.

Mili.

Megabase.

Medio de crecimiento para nematodos.

Factor de crecimiento transformante beta 1.
Ultravioleta.

Micro.

13



2 NOMENCLATURA Y SIMBOLOGIA EN C. elegans

Nombre/Simbolo
CED-3

ced-3

Daf-c

ced-3(n717)

ced-1::gfp

bcls39 lim-7p::ced-1::GFP

daf-16(m26) I;
daf-2(e1370) 111

Significado
Representacion de una proteina.
Representacion de un gen.

Representacion de un fenotipo. Este fenotipo consiste en la
entrada a diapausa dauer de manera constitutiva (Dauer
formation-constitutive).

Representacion del genotipo. Se muestra el alelo entre
paréntesis, obtenido del laboratorio n (del Dr. Robert
Horvitz).

Fusidn transcripcional de ced-1 con gfp.

Genotipo que tiene el alelo bcls39. Este genotipo tiene el alelo
de ced-1 bajo el promotor de lim-7, cuya expresion es
especifica de las células somaticas de la gdnada, fusionado
con gfp, insercion (Is) numero 39 hecha en el laboratorio de la
Dra. Barbara Conradt.

Genotipo con los alelos de daf-16 y daf-2 que estan en los

cromosomas | y Il1, respectivamente. Si los alelos estan en el
mMisSmOo cromosoma no se separan con “;”.

Fuente: Wormbase/Userguide/Nomenclature, Version: WS52
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3 RESUMEN

Los animales han desarrollado mecanismos para contrarrestar los efectos adversos
del medio ambiente, pudiendo ajustar su ciclo de vida dependiendo de la disponibilidad de
alimento para poder subsistir y propagarse. EI nematodo Caenorhabditis elegans tiene la
capacidad de detener su ciclo vital de manera reversible si las condiciones del medio son
desfavorables, mediante un fenémeno conocido como diapausa. Durante las diapausas, 10s
nematodos detienen sus funciones metabdlicas y pueden vivir arrestados por dias, e incluso
meses. La diapausa reproductiva del adulto (ARD, por sus siglas en inglés) es un
mecanismo poco estudiado que ocurre cuando los animales son privados de una fuente de
alimento durante la Gltima etapa larvaria o la etapa adulta, causando un retraso en su ciclo
reproductivo y el arresto de su ciclo de vida. Los animales logran retrasar su ciclo
reproductivo por medio de “la respuesta ovogénica de la gonada al ayuno” que les permite
mantener la fertilidad durante la diapausa. El objetivo del presente trabajo fue estudiar el
efecto que tiene el ayuno en la gonada. Midiendo la calidad de los ovocitos como el éxito
que tienen los gametos para dar lugar embrion capaz de completar el desarrollo,
encontramos que la ARD afecta la capacidad reproductiva tanto de los gametos masculinos
como de los femeninos. Anteriormente se propuso que la ARD retrasa enormemente la
produccién de ovocitos, pero no la detiene completamente. Nosotros encontramos que esta
condicion protege a los ovocitos de un arresto prolongado en (diacinesis), lo cual mantiene
una buena calidad de los ovocitos cuando las condiciones se reestablecen. Encontramos que
la ovulacion activa contribuye a reducir el tamafio de la goénada durante la respuesta
ovogeénica de la génada al ayuno. Durante la ARD existe un incremento en el nimero de
cuerpos apoptéticos dentro de la génada. El ortélogo del Retinoblastoma, lin-35 induce
parcialmente el incremento en la apoptosis de las células germinales. Encontramos que la
inactivacion de la via de la insulina en presencia de alimento contribuye parcialmente a la
reduccion de la génada de manera similar a la respuesta ovogénica de la génada al ayuno.
Las redes mitocondriales se alteran dentro de la gonada durante la ARD. Los animales

sometidos a la ARD exhiben una resistencia transitoria al choque de calor. Finalmente,
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encontramos que los animales sometidos a la ARD retrasan la aparicion de signos del

envejecimiento.
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3 ABSTRACT

Animals have developed mechanisms to cope with harsh conditions, they adjust their
reproductive and reproductive cycle in response to nutritional cues to reproduce only when
food is available. C. elegans enters to alternate states of dormancy, termed as “diapause”
during different developmental stages when unfavorable conditions are present. During
these diapauses animals show slowed metabolic rate and life span extension. The adult
reproductive diapause (ARD) has been yet not fully described. Animals enter ARD when
subjected to starvation during the L4 or adult stages, halting reproduction and extending life
span. Animals halt their reproductive cycle by displaying “the oogenic germ line starvation
response”, a mechanism characterized by delayed ovulations and gonad shrinkage, which
preserves fertility during ARD. Here we studied the effects of ARD on embryonic lethality,
as a reflect of oocyte quality. We show that ARD affects the animals’ reproductive capacity
by impairing sperm and oocyte quality. We demonstrate that the oogenic germ line
starvation response protects female germ cells from a prolonged meiotic arrest, therefore
preserving oocyte quality. During ARD; active ovulations contribute to gonad shrinking
during the oogenic germ line starvation response, germ cell apoptosis is increased and is
partially regulated by the Retinoblastoma ortholog, 1in-35. Insulin/Insulin-like growth
factor pathway inactivation in the presence of food partially contributes to the oogenic
germ line starvation response. We demonstrate that ARD alters the mitochondrial networks
within the gonad. Finally, we found that animals subjected to ARD exhibit a transient heat-

shock protection.
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4 INTRODUCCION

4.1 Caenorhabditis elegans como un excelente modelo de estudio
4.1.1 Los nematodos como organismo modelo

El pequefio nematodo redondo, Caenorhabditis elegans, junto con la mosca de la
fruta, Drosophila melanogaster y la levadura del pan Saccharomyces cerevisiae, se ha
convertido en uno de los principales organismos modelo, haciendo posibles importantes
avances en la biologia celular y molecular. Este neméatodo transparente capt6 la atencién
de los investigadores a partir de los estudios del Dr. Sydney Brenner en la década de los 60,
aunque, su estudio se ha documentado desde la década de los 40. Podria decirse que los
primeros nematodos empleados como organismos modelo pertenecen al género de
nematodos parasitos Ascaris. Estos animales poseen caracteristicas que los vuelven
excelentes modelos de estudio, pero al ser organismos parasitos, no pueden ser mantenidos
en ausencia de su hospedero. Por tanto, los nematodos de vida libre como C. elegans se

consolidaron como organismos modelo [1].
4.1.2 La recoleccion y observacion morfologica de los nematodos

Los primeros reportes de neméatodos surgieron con la invencion del microscopio en
el siglo XVII, de hecho, el propio Antonie van Leeuwenhoek describié unas “Criaturas
pequefias con vida que se asemejaban a unas pequefias anguilas” en el vino afejo,
posiblemente Turbatrix aceti [1]. La mayoria de esos estudios comprendia la comparacion

y descripcién de muchas especies diferentes de neméatodos.
4.1.3 La experimentacion con nematodos

A finales del siglo XIX, los estudios descriptivos se acompafaban con experimentos
béasicos, debido a la naturaleza de los neméatodos y su facilidad para crecer en condiciones
controladas de laboratorio, estos estudios describian sus necesidades nutricionales y su
corto ciclo de vida. Emile Maupas, fue un bibliotecario argelino quien aislé y nombré a

Rhabditis elegans, ahora C. elegans. Adicionalmente, produjo dos articulos donde se
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describen los cambios de cuticula y las formas de reproduccion. Los hermafroditas de C.
elegans se desarrollan estructuralmente de forma femenina, sin embargo, cuando inicia la
gamtogenesis producen esperma y se almacena en una estructura somatica, a esta forma de

reproduccion se le conoce como hermafroditismo protandrico [1].

En la década de los 40, los investigadores Victor Nigon y Ellsworth Dougherty
dieron inicio al estudio sistematizado de diversos aspectos reproductivos y nutricionales,
respectivamente. Redefinieron los métodos de cultivo para los nematodos, dando como
resultado una mejor reproducibilidad en los experimentos. Victor Nigon y sus
colaboradores condujeron experimentos acerca de las bases cromosomales para la
determinacion sexual en C. elegans, usando analisis celulares y de meiosis. A finales de los
afios 40, el trabajo de Dougherty y colaboradores propuso a los nematodos del sub-orden
Rhabditina como un organismo modelo de gran significancia debido a sus caracteristicas
remarcables. Afios mas tarde, después de experimentar y aislar muchas especies diferentes
de nematodos, Sydney Brenner eligié a C. elegans como modelo de estudio para sus

trabajos de genética y biologia del desarrollo [1, 2].

Los estudios genéticos del Dr. Sydney Brenner en C. elegans iniciaron formalmente
a finales de 1967, empleando etil metano sulfonato (EMS) como agente mutagénico para la
obtencion de diferentes cepas. Después de refinar los experimentos de mutagénesis,
Brenner confirmd la segregacion mendeliana del neméatodo: Obtener una mutante y
confirmar las leyes de Mendel en tan solo 2 semanas, le afiadia importancia al pequefio
nematodo como un excelente modelo de estudio. En los afios siguientes, el Dr. Sydney
Brenner obtuvo mas de 300 mutantes, desarrolld métodos para complementarlas y
mapearlas [3]. Para 1974 existian dos publicaciones que definieron las bases de la
investigacion genética usando a C. elegans como modelo de estudio, una de ellas describia
el ADN de C. elegans [4] y la otro hacia disponible una base de datos con informacion de
100 genes [5].

El estudio de la estructura del sistema nervioso usando al C. elegans como modelo
dio como resultado un proyecto denominado “La mente de un gusano (The mind of a

worm)”, fue publicado a finales de los 80 y dio lugar a un articulo detallado acerca de las
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células del sistema nervioso, sus conexiones, estructura y fisiologia. En dicho articulo se
establecia la invariabilidad de su sistema nervioso compuesto por 302 neuronas agrupadas
en 118 tipos, las cuales conforman 8,000 sinapsis a lo largo de todo un organismo
hermafrodita [6].

A finales de la década de los 70, las observaciones en C. elegans hicieron posible la
caracterizacion del patron de divisiones celulares que ocurren desde el estadio larvario L1
(550 células) y determina el numero total de células somaticas en el organismo adulto, el
cual es diferente entre el macho (970 células) y hermafrodita (810 células), pero invariable
[7]. A inicios de la década de los 80 se caracteriz0 el destino invariable de todas y cada una

de las células desde un cigoto hasta la larva L1 [8].

Dos décadas de descubrimientos fascinantes causaron que para la década de los 90
muchos laboratorios alrededor del mundo adoptaran al C. elegans como modelo de estudio,
algunos de ellos siendo incorporados directamente por el Dr. Sydney Brenner, mientras que
otros lo hicieron de manera independiente para crear una comunidad cercana que compartia
herramientas, una base de datos comun, conferencias y discusiones. A mediados de la
década de los 90, empleando al C. elegans y E. coli como objeto de estudio, se materializ6
una idea que revolucionaria el estudio de la biologia. El cientifico americano Martin
Chalfie y colaboradores lograron la expresion de una proteina, cuya secuencia proviene de
un organismo acuatico bioluminiscente (Aequorea victoria), que absorbe luz azul y emite
luz verde, bajo el promotor de un gen que se expresa en algunas neuronas, esto hizo posible
el estudio In vivo de la expresion de los genes y la localizacion de las proteinas. Una vez
conseguida la transgénesis del C. elegans y E. coli, la proteina verde expresada por estos

organismos se mantiene estable [9].

A finales de la década de los 90 se describe por primera vez otro avance cientifico
de gran impacto en el laboratorio del Dr. Craig Mello. Andrew Fire y colaboradores
lograron interferir la expresion de un gen blanco al introducir ARN de doble cadena
(ARNdCc) exdgeno con la secuencia complementaria al gen blanco en un hermafrodita
adulto. Este hallazgo hizo posible el analisis de muchas regiones del genoma del C. elegans

cuya funcién era desconocida. Afios mas tarde, usando al C. elegans como modelo de
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estudio fue posible entender el mecanismo molecular que gobierna el silenciamiento de los

genes por medio de ARN de interferencia [10-12].

A pesar de las estimaciones hechas por Sulston y Brenner (1974) con respecto al
tamafio del genoma del C. elegans y ser la base de muchos estudios en genética, a finales
de la década de los 90, la secuenciacion del genoma del C. elegans permanecia inconclusa
[4]. En un esfuerzo bilateral por parte del Instituto Sanger en Hinxton, Inglaterra y el
Instituto del Genoma McDonnell en Estados unidos lograron secuenciar completamente el
genoma del C. elegans en el afio 2002, convirtiéndose en el primer genoma de un
organismo eucariota multicelular en ser secuenciado. Su genoma es pequefio, comparado
con el genoma humano, consta de 100 Mb y codifica para mas de 22,000 proteinas.
Aproximadamente el 35% de los genes del C. elegans estan estrechamente relacionados a

sus equivalentes en humano (genome.wustl.edu).

Actualmente, el C. elegans sirve como modelo de estudio para entender procesos
bioldgicos relacionados con el envejecimiento, estrés, metabolismo, patogénesis, ecologia,
entre muchos otros. En 2002, Sydney Brenner, John Sulston y Robert Horvitz compartieron
el premio Nobel en Fisiologia y Medicina por sus aportaciones hechas en C. elegans. En
2006, Andrew Fire y Craig Mello compartieron el premio Nobel en Fisiologia y Medicina
por su trabajo trascendental con relacion a la interferencia por medio de ARN en C.
elegans, un proceso con posibles aplicaciones terapéuticas. Finalmente, Martin Chalfie
recibié el premio Nobel en Quimica en 2008 por el uso de la proteina verde fluorescente
como un reportero fluorescente para el estudio de mdltiples fenémenos In vivo en C.

elegans y muchos otros organismos modelo.

4.2 Anatomia de C. elegans

C. elegans es un nematodo de estructura relativamente simple, es facil de mantener
en condiciones de laboratorio y sus etapas del desarrollo se encuentran bien definidas [13,
14]. Las larvas que recién eclosionan miden 0.25 mm y el nematodo adulto llega a medir 1

mm de largo. Presenta dos formas sexuales, macho y hermafrodita. En el laboratorio se
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mantiene en cajas Petri con medio NGM (por sus siglas en inglés, Nematode Growth
Medium) al cual, una vez solidificado, se le adiciona una suspension de bacterias
Escherichia coli OP50 como alimento para el neméatodo. La suspension de E. coli se deja
secar durante una noche y las cajas con alimento se almacenan a 4°C. E. coli OP50 presenta
una mutacion que le impide colonizar la superficie del medio de cultivo, de esta manera se

facilita la manipulacion y observacion de los neméatodos sobre el medio de cultivo.

Los nematodos hermafroditas son la forma sexual predominante en condiciones de
laboratorio, se propagan por autofertilizacion y dan lugar a 300 nuevos organismos. Los
machos se originan espontdneamente en condiciones de laboratorio con una frecuencia muy
baja. Al cruzar constantemente un hermafrodita con machos se pueden generar hasta 1,000
nuevos organismos. Su tamarfio permite el uso de microscopia de contraste interdiferencial,
(DIC) Nomarski y al ser animales transparentes, se pueden observar sus estructuras internas

y procesos bioldgicos In vivo sin necesidad de preparaciones especiales [15].

C. elegans tiene estructuras muy bien definidas. Es un nematodo redondo que puede
ser descrito como una serie de tubos concéntricos, las células externas conocidas como
hipodermis conforman una cavidad que se encuentra llena de un fluido seudocelémico
donde se embeben los demas sistemas del nematodo, estas células producen la cuticula, que
le confiere su forma y resistencia al medio en el que se desarrolla. Las células del musculo
se encuentran unidas a la hipodermis y controlan los movimientos del neméatodo. El sistema
digestivo comprende la faringe y las células del intestino. El sistema nervioso se compone
de 302 neuronas, la mayoria de ellas se encuentran en la cabeza, el cordédn ventral y la cola.
Finalmente, el tejido reproductivo se conforma de la gdnada somatica y las células

germinales.
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Figura 1. La anatomia del C. elegans. Esquema que muestra los diferentes tejidos que
conforman la anatomia de un hermafrodita adulto en un corte transversal, indicando con
una flecha los principales tejidos dispuestos en un eje dorso/ventral. Imagen modificada de
[16].

4.3 El ciclo de vida de Caenorhabditis elegans

El crecimiento de C. elegans es rapido en condiciones de laboratorio. Su ciclo de
vida depende de las condiciones del ambiente donde se desarrolla, en condiciones
controladas a 20°C y sin limite de alimento, se necesitan solo 3.5 dias para que un ovocito
recién fertilizado llegue a ser un adulto capaz de reproducirse. Su desarrollo comprende la
embriogénesis, cuatro etapas larvarias (L1-L4) que son definidas por un cambio de cuticula
0 muda y la etapa adulta. Estos nematodos viven 20 dias en promedio y su crecimiento

poblacional es rapido [17].
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Figura 2. El ciclo de vida del C. elegans. Se esquematiza el ciclo de vida de un
hermafrodita en condiciones controladas de laboratorio y que comprende su desarrollo
embrionario, las etapas larvarias y la etapa adulta. Imagen modificada de [18].

4.3.1 El desarrollo embrionario

La embriogénesis comienza cuando un ovocito es fertilizado por un espermatozoide.
Una vez fertilizado, el ovocito desarrolla una capa hecha principalmente de quitina y se
forma un huevo o embridn resistente e impermeable al medio. Las primeras divisiones
celulares del desarrollo embrionario ocurren dentro del Gtero, sin embargo, puede llevarse a
cabo completamente fuera del hermafrodita. Este proceso puede dividirse en dos etapas, a
la primera etapa se le conoce como etapa de proliferacion, donde el cigoto se divide
mitoticamente para originar cientos de células; en la segunda etapa, conocida como
organogenesis, ocurre la morfogénesis, la elongacion y se adquiere la forma de una larva.
Durante la embriogénesis, una célula zigotica da lugar a una larva L1 de 558 células en 16

h a 20°C; sin embargo, durante este proceso se generan mas células por medio de multiples
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divisiones mitoticas (628 células) y una quinta parte de ellas (113 células) son eliminadas
por medio de apoptosis [19].

4.3.2 El estadio larvario

El desarrollo post-embrionario comienza cuando el embridn eclosiona y la larva L1
empieza a alimentarse. A partir de este momento comienza nuevamente la division de
algunas células, aproximadamente el 10 por ciento de las células de un hermafrodita se
dividen subsecuentemente para desarrollar los sistemas nervioso y reproductivo. Esta etapa
tiene una duracion de 14 h a 20°C. Al final de ésta y cada una de las siguientes etapas
larvarias, la larva detiene el bombeo faringeo, entra en breve letargo y lleva a cabo el
cambio de cuticula o muda. En la etapa L2 ocurren unas cuantas divisiones celulares en los
sistemas nervioso y reproductivo. De manera paraddjica, el desarrollo del sistema nervioso
requiere de la eliminaciéon de algunas neuronas recién generadas por medio de apoptosis.
Esta etapa larvaria dura 10 h a 20°C hasta el siguiente letargo y cambio de cuticula.
Durante la etapa larvaria L3 ocurren Unicamente cambios en el sistema reproductivo; es
posible observar la formacion de la gonada y la especificacion las células que daran lugar a
la vulva. Durante la transicion del estadio larvario L3/L4 las células germinales inician la
meiosis y se diferencian en gametos masculinos. Esta etapa larvaria dura 10 h a 20°C hasta
el siguiente letargo y cambio de cuticula. En la etapa L4 se concluye la formacién de la
gonada. Durante la muda del estadio larvario L4/adulto concluye la diferenciacion de los
gametos masculinos y las células germinales remanentes se diferencian a gametos sexuales
femeninos. En la gbnada somatica ocurren cambios en neuronas y células del muasculo para

formar el aparato de ovoposicion. Esta etapa dura 10 h a 20°C.
4.3.3 La etapa adulta

En esta etapa se completa el ciclo de vida. Los hermafroditas adultos tienen un
sistema reproductivo completamente desarrollado y producen unicamente ovocitos. Los
ovocitos maduros producen un nuevo organismo por medio de autofertilizacion o

fertilizacion con esperma de los machos. El periodo reproductivo continta durante los
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proximos 3-4 dias de la etapa adulta y una vez que concluye los animales viven

aproximadamente 10-15 dias mas.
4.4 Anatomia de la génada y la ovogénesis

El sistema reproductivo del hermafrodita se conforma de dos estructuras tubulares o
brazos de la gonada, en forma de U y dispuestos en un eje distal a proximal donde se unen
ambos brazos de la génada por medio de un Gtero comin (Fig. 1). En la etapa L4, se
producen aproximadamente 150 espermatozoides por cada brazo y son confinados en una
estructura somatica conocida como espermateca, subsecuentemente ocurre un cambio en la
produccién de gametos y se producen Unicamente ovocitos durante el resto del ciclo vital.
La mayor parte de la génada se encuentra formando un sincicio, es decir, cada nucleo tiene
membranas parciales que lo separa del resto de los nicleos, sin embargo, se conectan por
un conducto citoplasmético Ilamado raquis o “core” de la gonada [20]. Por convencion a
cada nucleo, el citoplasma que lo rodea y sus membranas parciales en el sincicio se le
denomina célula germinal [18]. En la parte distal de cada brazo de la gonada se encuentra
una célula somatica Ilamada célula de la punta distal (DTC), ésta mantiene a un grupo de
células proliferando en mitosis por medio de una sefial tipo Notch, es decir, una
sefializacion que mantiene el destino celular por medio de la interaccion de un receptor con
su ligando. Conforme estas células se dividen y se alejan del nicho, pierden la sefial de la
DTC y entran en meiosis. Posteriormente algunas células completan su membrana celular

de manera individual y dan lugar a un ovocito [21].

Durante la ovogénesis, en condiciones normales, mas del 50 por ciento de las
células que entran en meiosis son eliminadas por apoptosis en la salida de paquiteno. Se
cree que las células excedentes, al ser eliminadas por apoptosis sirven para proveer material
citoplasmatico, organelos y otros componentes a aquellas células destinadas a ser ovocitos
maduros [18, 22].

Los ovocitos mas proximales al Utero se encuentran en arrestados en diacinesis y se
organizan en una hilera de uno a uno hasta celularizarse completamente. Antes de

completar la celularizacion los ovocitos aumentan la cantidad de componentes celulares,
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como ARNm, proteinas y organelos, por medio de un flujo citoplasmético dependiente de
actina que introduce el vitelo producido en el intestino hacia los ovocitos. Finalmente, el
ovocito mas proximo a la espermateca lleva a cabo la maduracion meidtica y es fertilizado
cuando atraviesa la espermateca, este proceso ocurre cada 23 minutos aproximadamente (el

rango oscila de 11 a 42 minutos) durante todo el ciclo reproductivo [23, 24].

Existe una regulacién en la gonada del hermafrodita durante la ovogénesis, la cual
responde a sefiales provenientes del medio como la presencia de alimento y de los
espermatozoides, asegurando la produccién de ovocitos Unicamente en presencia de
espermatozoides y condiciones favorables de alimentacion [25]. Una vez que un ovocito es
fertilizado, forma una cuticula rapidamente para evitar que otro espermatozoide se fusione,
posteriormente se depositara en el Utero y luego serd expulsado al medio donde concluiré el
desarrollo embrionario en aproximadamente 10 h a 20°C, eclosionando para dar lugar a una
larva L1 y completar el ciclo de vida [18, 26, 27]. El éxito de la embriogénesis es el reflejo

de la calidad de los ovocitos producidos [26].

Zona de
Muerte Celular

Brazo proximal Utero

Figura 3. La gonada del hermafrodita adulto de C. elegans esquematizada. Los dos
brazos de la gonada se encuentran unidos a un autero comun. En la parte distal se encuentra
un nicho de células proliferando en mitosis mediante una sefial proveniente de la célula de
la punta distal (DTC). Los nucleos entran en la zona de transicion a meiosis | y progresan a
paquiteno de la meiosis I. La diacinesis y la celularizacion comienzan en el asa. Los

espermatozoides se encuentran en la espermateca. Imagen modificada de [28].
4.5 Estados de diapausa y arrestos del ciclo de vida del C. elegans

Todos los organismos vivos se enfrentan a variaciones en la disponibilidad de

nutrientes y han desarrollado mecanismos que les permiten adaptarse cuando los nutrientes
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escasean. Particularmente, los organismos multicelulares han logrado coordinar respuestas
adaptativas al ayuno y la realimentacién por medio de respuestas sistémicas, en lugar de
mecanismos celulares autonomos. Debido a ello, la disponibilidad de nutrientes impacta
enormemente el ciclo biolégico de los organismos (Ej., tasa de crecimiento, tamafio,
comportamiento, fertilidad, entre otros) [29]. C. elegans tiene la capacidad de detener la
progresion de su ciclo vital de manera reversible si las condiciones del medio son
desfavorables. Ante estas condiciones disminuye sus funciones metabolicas y aumenta la
resistencia al estrés [30]. A esas etapas alternas del desarrollo se les conoce como diapausa
y arresto del ciclo vital. Las diapausas en el desarrollo de un organismo poseen tres
caracteristicas que las definen: el arresto del ciclo vital sucede en una etapa especifica; el
arresto en el ciclo vital y su recuperacion son desencadenadas por sefiales ambientales; y
los animales se preparan para el arresto previamente, modificando su metabolismo
(Revisado a detalle [31]).
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Figura 4. Las etapas del desarrollo alternas al ciclo reproductivo. Se esquematizan las
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diferentes etapas alternas y los arrestos del ciclo reproductivo. Un arresto del ciclo
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reproductivo implica la detencion en una etapa del ciclo reproductivo sin alterar
significativamente las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas de los animales; una
diapausa implica dichos cambios y una regulacion genética detallada. Imagen modificada
de [18].

45.1 El arrestoen L1

Los embriones que eclosionan en ausencia de alimento detienen su desarrollo
larvario en la etapa L1 volviéndose resistentes al ayuno y aunque no exhiben cambios
morfologicos evidentes, pueden vivir arrestadas en L1 varias semanas y continuar con su
desarrollo si las condiciones del medio son re-establecidas. Con base en la clasificacion
Kostal (2006), el arresto en L1 no es una diapausa; el ayuno no es una sefial ambiental, los
embriones completan su desarrollo a expensas de las reservas maternas y las larvas recién
eclosionadas no adaptan su metabolismo previamente para el arresto. La induccién al
arresto en L1 al depender Unicamente de la disponibilidad de alimento nos permite el
entender el control nutricional del desarrollo de wun organismo completo,
independientemente de otros factores ambientales. El arresto en L1 es una caracteristica
importante del C. elegans como modelo de estudio debido a que se emplea como un
método muy conveniente para sincronizar las poblaciones de animales [29].
Adicionalmente, la esperanza de vida de los animales es normal incluso después de haber
sido arrestados en L1 por varias dias, extendiendo su esperanza de vida total [32]. El ayuno
en las larvas L1 causa una disminucion en la funcién y tamafio de las mitocondrias
individuales y una disminucion en el nimero de copias de ADN mitocondrial dependiente
de la autofagia no selectiva. En estas condiciones la fision y fusién mitocondrial no

desempefian un rol en la supervivencia de los animales [33].

Las larvas L1 son resistentes al estres y pueden ser almacenadas por afios en
congelacién usando un medio amortiguado con glicerol [32]. Durante el arresto en L1 se
incrementa la resistencia al choque de calor, estrés oxidativo, osmético y anoxia. La

resistencia a estos tipos de estres depende de genes que promueven la supervivencia al
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ayuno, mutantes de genes maestros para la respuesta al estrés, como el supresor de tumor
lin-35/Rb [34], daf-16/FoxO [35, 36], el factor de choque de calor hsf-1 [35], el ort6logo de
p53/cep-1 [37] y una metiltransferasa que repara proteinas dafiadas pcm-1/PCMT1 [38]
exhiben menor supervivencia durante el arresto L1. Los analisis globales de expresion
génica durante el arresto L1 sugieren que Rb sostiene la expresion de un “transcriptoma
inducido por ayuno” e inhibe la expresion del “transcriptoma inducido por la re-
alimentacion” en neuronas e intestino. Su actividad afecta la expresion de otros genes
implicados en diversos procesos celulares, dependientes e independientes de la via de
sefializacion de la insulina (11S) y promueve la supervivencia parcialmente a traves de la

actividad de la cadena respiratoria mitocondrial [34].
4.5.2 La diapausa Dauer

La diapausa “Dauer” (por el aleman, duradero) fue descrita por primera vez en 1975
[39]. Es una etapa alterna al desarrollo reproductivo que ocurre si las larvas en etapa L1
tardia se exponen a diferentes condiciones de estrés, resultando en cambios morfoldgicos y
fisiologicos que las vuelven resistentes al estrés, pudiendo vivir por varios meses [30].
Existen tres factores ambientales determinantes para inducir la entrada y mantenimiento de
la diapausa dauer; alta densidad de poblacion, fuente de alimento limitada y temperatura
elevada, siendo la densidad de poblacion la mas importante, ya que en estas condiciones se
acumula una feromona constitutiva producida por los animales y es la responsable de los

cambios de comportamiento y metabolicos que ocurren durante esta diapausa [40].

Antes de la muda a larva dauer, los animales se alimentan y almacenan lipidos y
carbohidratos. Durante la morfogénesis no se alimentan y llevan a cabo los cambios que las
diferencian de las larvas que se desarrollan en condiciones de alimento. Exhiben
constricciones radiales y poseen una cuticula especializada con una estructura denominada
“ala”. Sus orificios se encuentran cerrados por medio de un tapon interno, su faringe esta
contraida y no exhibe bombeo. Una vez en diapausa, los animales obtienen energia de sus
reservas, convierten los lipidos en glucosa a través del ciclo del glioxilato. La respiracion
aerobica es suprimida para favorecer a la glicélisis y el metabolismo fermentativo. Los

cambios que acomparian a esta diapausa son reversibles, una vez que las condiciones se re-
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establecen, las larvas dauer pueden retomar el ciclo reproductivo, sin alterar su esperanza

de vida a pesar de haber permanecido en diapausa por dias 0 meses [30, 40, 41].

La entrada a la diapausa dauer esta controlada por mas de 30 genes. Existen genes
que al ser mutados causan la entrada en diapausa independientemente de las condiciones
del medio y se les conoce como mutantes constitutivas (Daf-c; por sus siglas en inglés
Dauer formation), por otra parte, hay mutantes que son defectuosas para la entrada a la
diapausa (Daf-d). El estudio de la regulacién de la diapausa dauer ha identificado una serie
de vias metabdlicas que gobiernan distintos procesos durante la entrada, el mantenimiento y
la salida de la diapausa dauer, asi como sus cambios morfogenéticos. Las vias identificadas
incluyen componentes de las neuronas sensoriales, la sefializacion del GMPc vy la
neurotransmision serotonérgica, que a su vez tienen un efecto en la via del TGF-§ y la via
de la insulina (11S). Finalmente, estas vias convergen en las cascadas transcripcionales de

los receptores hormonales esteroideos que definen la decision de la diapausa dauer [30].

El sistema nervioso desempefia un rol muy importante durante la diapausa dauer, la
ablacion de algunas neuronas de la cabeza del C. elegans durante la etapa L1 da como
resultado la entrada a dauer ain en presencia de alimento, sin embargo, el mantenimiento
en la diapausa es limitado. Existen mas de 1,000 receptores acoplados de proteina-G
(GPCRs) y se cree que algunos de ellos detectan la feromona dauer, asi como sefiales
provenientes de los nutrientes, lo que determina la entrada a dauer. La sefializacion del
GMPc es critica para la transduccion neurosensitiva, induciendo la entrada a dauer cuando
los niveles de GMPc son bajos. La via de sefializacion del TGF-p es una de las vias que
regulan la entrada a dauer y se encuentra relacionada con la via de la insulina (11S) para

promover la supervivencia y la resistencia a estrés durante esta diapausa [30].

Las larvas dauer exhiben mayor resistencia a todos los tipos de estrés, como el
ayuno, choque de calor y oxidativo. Esta respuesta se asocia intimamente con la extension
en la esperanza de vida durante la diapausa dauer, es decir, algunos animales mutantes con
un aumento en su esperanza de vida son también resistentes a muchos tipos de estrés, como

el choque de calor, estrés oxidativo, radiacion UV, entre otros [30].
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4.5.3 La diapausa reproductiva del adulto

La diapausa reproductiva del adulto (ARD) fue descrita por primera vez en 2009 por
Angelo y van Gilst mientras estudiaban la respuesta al ayuno durante la etapa L4 [42].
Ocurre cuando se priva de alimento a los hermafroditas en la etapa L4 intermedio o adulto
por periodos prolongados, ocasionando una infertilidad reversible y la extension de la
esperanza de vida [42, 43]. A diferencia de la diapausa dauer, el ayuno es el unico factor
ambiental necesario para inducir la entrada a esta etapa alterna del desarrollo, no se
requiere la produccion de una feromona especifica para entrar o mantener esta respuesta
[43]. Por otra parte, para inducir la entrada a esta etapa alterna del desarrollo es necesario
que los hermafroditas hayan iniciado la ovogénesis; al ayunar hermafroditas en etapa L4
temprana se induce un arresto en esta etapa, adicionalmente, al ayunar hermafroditas en
etapa L4 tardia o adultos se produce una retencion de embriones In Utero, los cuales
eclosionan dentro del hermafrodita ocasionando su muerte, sin embargo, si la viabilidad de
los embriones se compromete (quimica o genéticamente), se favorece la entrada a esta

etapa alterna del desarrollo incluso en los hermafroditas de la etapa L4 tardia o adultos [43].

Durante esta etapa alterna del desarrollo, los animales exhiben cambios
morfologicos y fisioldgicos que los distinguen de los hermafroditas bien alimentados. Los
hermafroditas ayunados exhiben signos de envejecimiento a nivel somatico y detienen la
produccion de embriones, a pesar de ello es posible observar algunos embriones dentro del
utero, cuya viabilidad se encuentra comprometida. Los animales ayunados lucen traslicidos
y mas delgados, ademas, sus gdnadas se encogen Yy el total de células germinales disminuye
progresivamente conforme transcurre el ayuno hasta llegar a un nimero minimo que
permanece aparentemente constante en estas condiciones. El ayuno ocasiona una
disminucion en la proliferacion de las células germinales que se dividen mitGticamente,
éstas entran en una fase de quiescencia independiente de la sefializacion GLP-1/Notch, la
progresion de la meiosis se ralentiza y afecta la produccion de embriones, en conjunto,

estos procesos dan como resultado la reduccion en el tamafio de la gonada (Fig. 5).
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Estos efectos son reversibles cuando las condiciones se vuelven favorables, dando
lugar a la recuperacion del tamafio de la gonada y la fertilidad [25, 44-46]. Adicionalmente,
los animales lucen completamente rejuvenecidos, es decir, llevan a cabo procesos
fisiolégicos como la motilidad o el bombeo faringeo de manera comparable a los animales
que nunca fueron ayunados y cumplen normalmente con el ciclo de vida post-reproductivo,

independientemente del tiempo que hayan pasado en diapausa [42, 47].

La entrada en esta etapa alterna del desarrollo depende del receptor del factor
nuclear de hepatocitos 40 (HNF-40/NHR-49), el cual es necesario para la induccion de
genes implicados en la oxidacién de los acidos grasos y gluconeogénesis en respuesta al
ayuno [42, 48]. La recuperacion de los animales sometidos a la ARD al ser realimentados
no depende de las divisiones celulares somaticas, de la replicacion mitocondrial, la
activacion del ciclo celular ni de sefiales provenientes de las células germinales. Al
realimentar a una cepa de animales mutantes que carecen de células germinales y que
fueron sometidos a la ARD, éstos son capaces de re-establecer su tamafio corporal, la
motilidad y el bombeo faringeo de manera habitual ya que dicha recuperacién es controlada
a nivel molecular por medio del metabolismo del ARN, la reactivacion de las funciones del
nucléolo, sintesis de ARN ribosomal y la expansion del ARN total dentro de las células.
Los animales tratados con 5-fluoro-2’-deoxiuridina (FUDR) no son capaces de recuperarse
después de la ARD, debido a la inhibicion de la reactivacion del nucléolo, el procesamiento
del ARN ribosomal y la biosintesis del ARN total causada por el FUDR [47].

La resistencia a otros tipos de estrés en los hermafroditas durante esta etapa alterna

al desarrollo no ha sido estudiada.

4.6 La regulacion de la apoptosis de las células germinales

La apoptosis de las células germinales en la génada del C. elegans hermafrodita fue
descrita por primera vez en 1999 por Gumienny y colaboradores. Este proceso es ejecutado
por la maquinaria central de la apoptosis, CED-3, CED-4 y CED-9. CED-9/Bcl-2 se

encuentra formando un complejo con CED-4/Apaf-1. Este complejo evita la actividad
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proapoptética de CED-4. Al existir una sefial de apoptosis, este complejo se disocia y se
lleva a cabo la activacion de CED-3, la Unica caspasa efectora conocida en C. elegans [26,
49] ocasionando la muerte de la célula, la cual es aislada del resto de las células, formando
un cuerpo apoptotico. Los cuerpos apoptoticos en la génada de los hermafroditas son
estructuras condensadas altamente refractiles que pueden observarse en la region de
paquiteno de la meiosis 1. Una vez que una célula sera eliminada por medio de apoptosis, se
forma un cuerpo apoptotico en 20 minutos aproximadamente y es fagocitado
completamente una hora después de haber aparecido gracias a la actividad de

invaginaciones de la membrana celular de la génada somatica [28].

En condiciones normales es posible observar de 1 a 5 cuerpos apoptoticos en cada
brazo de la gonada de los hermafroditas adultos, este nimero aumenta con la edad del
gusano. A este tipo de apoptosis se le conoce como fisiologica y ocurre en condiciones
normales una vez que inicia la ovogénesis, por consiguiente, es exclusiva de los
hermafroditas adultos. Mutaciones en los genes ced-4 o ced-3 evitan la formacién de
cuerpos apoptoticos [49]. La apoptosis fisioldgica es necesaria para mantener la calidad de
los ovocitos. Los animales mutantes en ced-3 no eliminan células por apoptosis en la
gonada, producen ovocitos de tamafio y aspecto normal al inicio de la ovogénesis, después
producen ovocitos pequefios, dando como resultado un menor nimero en la progenie y
mayor letalidad embrionaria [26]. Algunos autores sugieren que la apoptosis promueve la
distribucion correcta de los recursos producidos por todas las células germinales durante la
ovogénesis. La ausencia de apoptosis resulta en un aumento gradual del nimero de células
germinales dentro del sincicio y menor disponibilidad de recursos para aquellas que deben

Ilegar a ser ovocitos [26, 28].

La apoptosis de la gonada puede ser inducida por distintos tipos de estrés, 6 horas
de ayuno ocasionan un aumento del doble en el nimero de cuerpos apoptdticos debido a un
incremento en la expresion de lin-35, el ortélogo de retinoblastoma (Rb), lo cual resulta en
la disminucion de la expresion de la proteina anti-apoptotica ced-9/Bcl-2. Se sabe que

durante el ayuno existe una disminucion en la traduccion de muchos ARNm, incluido el de
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ced-9, sin embargo, el de lin-35 es traducido de manera eficiente, acumulando LIN-35 y
disminuyendo CED-9, resultando en el aumento de la apoptosis (Fig. 6) [50].

Figura 6. El ayuno induce la apoptosis de las células germinales. Imagenes Nomarski de
un brazo de la gonada de hermafroditas adultos en condiciones control con comida (A) y
sometidos a un ayuno de 6 h (B). Las flechas indican los cuerpos apopt6ticos en la region

de interés amplificada. Modificada de [46].

Angelo y van Gilst [42] reportaron que al ayunar animales mutantes de la caspasa
ced-3(n1286), éstos no reducen el tamafio de la gdénada durante la diapausa.
Adicionalmente, cuando los animales ced-3(n1286) son ayunados por periodos prolongados
y re-alimentados, no son capaces de recuperar la fertilidad, atribuyéndole a la apoptosis un

papel esencial durante la reduccion de la génada y la recuperacion de la fertilidad [42].

4.7 La regulacion genética de la calidad de los ovocitos

La calidad de vida es el reflejo de las funciones bioldgicas, la edad es un factor que
contribuye a la disminucion progresiva de dichas funciones. La fertilidad es una de las
primeras funciones biologicas que se ven afectadas por la edad en muchos organismos, en
las mujeres existe una pérdida progresiva de foliculos en los ovarios que resulta en el
término del periodo reproductivo o menopausia entre los 45 y 55 afios, sin embargo, el
riesgo de infertilidad, defectos de nacimiento o abortos espontdneos comienza a aumentar
desde una decada antes [51]. En C. elegans, al igual que en humanos, la calidad de los

ovocitos disminuye con la edad; aumentando los errores en disyuncién en los cromosomas
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somaticos y sexual, dando como resultado letalidad embrionaria y alta incidencia de
machos, respectivamente. Ademas, la capacidad de los ovocitos para ser fertilizados, su

resistencia a estres y morfologia también se ven alterados con la edad [52].

La disponibilidad de nutrientes es de suma importancia para el proceso reproductivo
debido al gasto energético que involucra. La restriccion caldrica ocasiona una reduccion en
el nimero de progenie pero retrasa la senescencia reproductiva (Hughes et al., 2007; Luo
et al., 2009). Los mecanismos moleculares por medio de los cuales se regula la fertilidad y
la esperanza de vida son complejos y no se han descrito totalmente. Se sabe que las vias de
la insulina, mMTOR y AMPK desempefian un papel importante en la regulacién de la
fertilidad. La via de la insulina (I1S) regula el envejecimiento en muchas especies, desde
gusano hasta humano, la reduccién de la actividad de esta via retrasa el término del ciclo
reproductivo [53-56]. La sefalizacion del TGF-p también desempefia un papel importante
en la duracion del ciclo reproductivo, mediante un mecanismo molecular independiente de
la via de la insulina, la restriccidn calorica, la contribucion de los espermatozoides y la tasa
de ovulacion. La disminucion de la actividad de cualquiera de ambas vias da como
resultado no solo una extension del ciclo reproductivo, sino un incremento en la calidad de
los ovocitos y el mantenimiento de la proliferacion en la gonada distal, reflejo de un menor
numero de anormalidades en la disyuncién de los cromosomas somaticos y sexual, mayor
capacidad de fertilizacién y mejor morfologia. La regulacion de la calidad de los ovocitos
mediante la via de la insulina o el TGF-B ocurre de manera no-autonoma, desde los tejidos
somaticos hacia la linea germinal [52].
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5 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversos tipos de estrés afectan la fertilidad y modifican la respuesta a otros tipos de
estrés en distintos organismos. En el nematodo C. elegans adulto, el ayuno prolongado
causa la reduccién del numero de células germinales en la gbnada y retrasa la reproduccion.
Sin embargo, al realimentar a los animales ayunados, se recupera el nimero de células
germinales y la fertilidad pero se desconocen los efectos que tiene el ayuno prolongado en
la calidad de los ovocitos. Adicionalmente, el ayuno altera la respuesta al estrés durante el
arresto L1 y la etapa Dauer. Sin embargo, se desconoce si el ayuno prolongado a partir de

la etapa L4 intermedia modifica la resistencia a otros tipos de estrés.

6 HIPOTESIS

Proponemos que cuando el C. elegans es sometido a la diapausa reproductiva del
adulto, la calidad de los ovocitos se vera afectada, mientras que se modificara su resistencia

al choque de calor o al estrés oxidativo.
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7 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la respuesta ovogénica de la génada al ayuno durante la
diapausa reproductiva del C. elegans sobre el éxito de un ovocito para dar lugar a un
embrion capaz de completar su desarrollo, como reflejo de la calidad de un ovocito y su

regulacion molecular.
7.1 Objetivos particulares

e Estudiar el efecto de la respuesta ovogénica de la génada al ayuno en la produccion
de células germinales.

e Determinar la contribucion de la apoptosis durante respuesta ovogenica de la

gonada al ayuno.
e Estudiar la respuesta a otros tipos de estrés durante la ARD.

e Elucidar el mecanismo molecular por medio del cual se reduce la génada durante la

respuesta ovogeénica de la gonada al ayuno.
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8 MATERIALES Y METODOS
8.1 Cepas

Todas las cepas de C. elegans fueron mantenidas de acuerdo con los procedimientos
estandar [57]. Todas las cepas fueron mantenidas a 20°C o a la temperatura permisiva
usando Escherichia coli OP50 como alimento. Se emplearon las siguientes cepas: silvestre
N2 var. Bristol. Para los experimentos de daf-2, 15°C y 25°C fueron usados como las
temperaturas permisiva y restrictiva, respectivamente. Los animales heterocigos de la cepa
EU31 skn-1(zul35) segregan animales Unc vy silvestres, los animales Unc fueron
seleccionados para el mantenimiento y los animales que se mueven de manera silvestre
producen embriones que no eclosionan. Para los experimentos con la cepa fog-1(g253) las
temperaturas de 15°C y 25°C fueron usadas como las temperaturas permisiva y restrictiva,
respectivamente. Los animales fog-1(g253) se mantuvieron al5°C, posteriormente, los
animales en la etapa L1 fueron incubados a 25°C para feminizar su linea germinal. Los
siguientes alelos fueron empleados durante el presente trabajo: JK560 fog-1(g253), CB4108
fog-2(q71), JK987 tra-2(q276)/mmC1l, MD701 ced-1::gfp(bcls39), cep-1(gk138);ced-
1::9fp(bcls39), MT3002 ced-3(n1286), RB2071 ced-3(0k2734), MT1522 ced-3(n717),
CB1370 daf-2(e1370), DR1574 daf-2(e1391), DR1942 daf-2(e979), DR608 daf-2(m212),
DR1565 daf-2(m596), DR1567 daf-2(m577), DR1564 daf-2(m41), DR1568 daf-2(e1371),
DR1309 daf-16(m26);daf-2(e1370), MT10430 lin-35(n745), GR1307 daf-16(mgDf50),
EU31 skn-1(zu135), SM190 pha-4(zu225), VC446 alg-1(gk214), RB1206 rsks-1(ok1255),
SS712 ife-1(bn127), WS2973 gla-3(op212), RN083 daf-2(e1370);ced-1::gfp, RNO84 lin-
35(n745);ced-1::gfp, CF1553 sod-3::gfp(muls84), TJ375 hsp-16.2::gfp(gplsl), RN69 mai-
2::9fp(xmSi26), DG3922 tiar-1::gfp(tn1545), RB794 nhr-49(nr2041). Todas las cepas
fueron obtenidas del Centro de Genética del Caenorhabditis (CGC).

El medio de cultivo NGM lite se prepar6 de acuerdo con la siguiente formula: 2 g

de NaCl, 4 g de bactotriptona, 3 g de KH2PO4, 0.5 g de KoHPO4, 0.008 g de colesterol y 20

g de agar. Estos componentes se mezclaron y fueron aforados a 1 L de agua. Se esterilizd
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en autoclave por 20 minutos, 120°C y 15 Ib de presion. Una vez estéril, el medio de cultivo

se vertid en cajas Petri desechables estériles de 10, 5y 2.5 cm de didmetro.

Una vez solidificadas se adicion6 una suspension de bacterias E. coli OP50 en
medio Luria-Bertani (LB). La composicién del medio liquido LB fue la siguiente: 10 g de
bactotriptona, 5 g de extracto de levadura y 5 g de NaCl. Esta solucion se esteriliz6 en
autoclave usando el ciclo descrito anteriormente. Una vez estéril, el medio LB se adicion0
con 50 pg/ml de estreptomicina y fue inoculado con E. coli OP50. El cultivo se incubd en

agitacion constante a 37°C toda la noche.

La solucion tamponada M9 empleada tiene la siguiente composicion: 6 g de
NaHPO4, 3 g de KH2PO4, 5 g de NaCl y 0.25 de MgSO4 ¢ 7 H20 en un litro de agua y se

esterilizd en autoclave usando el ciclo descrito anteriormente.

8.2 Ensayos de ayuno

Los animales se propagaron en medio solido NGM lite y Escherichia coli OP50
como alimento. Para obtener una poblacion sincronizada de animales se llevo a cabo la lisis
de hermafroditas gravidos con una solucién de 12:2:1 de M9: NaHCIO comercial: NaOH
5M vy se extrajeron los embriones intactos. Se lavaron 5 veces con medio M9 por
centrifugacion para eliminar los agentes quimicos [43]. Los embriones se suspendieron en
tubos cdnicos con 5 ml de M9 y se incubaron a 20°C sobre una plataforma de agitacion
toda la noche. Una vez que eclosionaron en ausencia de alimento las larvas permanecen

como L1, obteniendo asi una poblacion sincronizada.

Las larvas L1 se hicieron crecer en cajas con medio NGM sélido y E. coli OP50
hasta que alcanzaron la etapa L4 intermedia, aproximadamente en 60 h a 15°C; 48 h a 20°C
y 36 h a 25°C. Las larvas L4 intermedio fueron colectadas con M9 y centrifugadas a 200 g

por un minuto para eliminar el sobrenadante que contenia a las bacterias, este
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procedimiento se repitid 6 veces usando 15 ml de M9 en cada lavado. Las larvas fueron
colocadas en cajas sin comida, para el ayuno y en cajas con alimento como control [44].

8.3 Cuantificacion de cuerpos apoptéticos por brazo de la gdnada

Para cuantificar los cuerpos apoptoticos en cada brazo de la génada y determinar el
tamafio de la génada se empled el transgénico ced-1::gfp(bcls39), el cual expresa la
proteina verde fluorescente junto a la proteina CED-1 bajo el promotor de lim-7, lo cual
resulta en la expresion de la proteina verde fluorescente durante la fagocitosis de los
cuerpos apoptoticos formados en la génada al ser eliminados por la maquinaria de

degradacion de las células de la gbnada somatica [58].

Se emplearon poblaciones de animales de cada fondo genético y condicién y fueron
montados sobre colchones de agarosa 2% usando 20 pl de tetramizol 10 mM disuelto en

M9 como anestésico.

8.4 Cuantificacion de células germinales por brazo de la génada

Los animales de cada condicion fueron montados en un cubreobjetos para tinciones
con 30 ul de M9 adicionado 1 pl de tetramizol para diseccionarlos. Una vez diseccionados
se colocaron sobre un portaobjetos con polilisina bien etiquetado, los cuales se preparan
previo al experimento con 20 ul de una solucion de polilisina y dejados secar por 10 min
sobre una parrilla eléctrica a temperatura media. Los cubreobjetos colocados sobre un
portaobjetos con polilisina se introducen inmediatamente a una cuba de nitrégeno liquido
para ser congelados. Después se sacan de la cuba, se remueve el cubreobjetos y se ponen en
contacto con la solucion fijadora (5 ml de formol 37%, 300 ul de una solucion de KoHPO4
1My 40 ml de metanol) dentro de un tarro para tinciones por 5 min a -20°C. Se sacan de la
solucion fijadora y se secan cuidadosamente a partir de las orillas del portaobjetos sin
remover la muestra, se tifien con cloruro de 4’°,6’-diamino-2-fenilindol (DAPI) a

temperatura ambiente dentro de una camara humeda protegida de la luz y al transcurrir 10
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min se lavan en otro tarro con solucion amortiguadora de fosfatos + Tween® 20 por 10
min. Finalmente se retira el exceso de liquido cuidadosamente, se colocan 10 ul de

VectaShield®, un cubreobjetos nuevo y se sellan con barniz.

8.5 Visualizacién del proceso de degradacion de cuerpos apoptéticos en la

gbénada

Se determin6 el tiempo que tardan en ser degradados los cuerpos apoptoticos
empleando una técnica de inmovilizacion mecanica con microesferas de poliestireno,
evitando el uso de anestésicos que pudieran interferir con dicho proceso [59]. Para
conseguirlo, se ayund una poblacion de animales en etapa L4 intermedia, como se describio
anteriormente y se colocaron en cajas con comida y sin comida. Se colect6 una poblacion
de animales control y en diapausa a las 0, 24, 48 y 72 h post-L4 intermedio. Se prepararon
colchones de agarosa 10%, se colocaron 0.5 pl de la suspension de microesferas de
poliestireno al colchon de agarosa y 20 animales para visualizarlos. Una vez que se
encontrd un cuerpo apoptético en la gonada, se tom6 una imagen en intervalos de 10

minutos hasta que el cuerpo apoptético fue degradado.

8.6 Cuantificacion de progenie, letalidad embrionaria e incidencia de machos

Se determind el numero de progenie producida por autofertilizacién y cruzas

siguiendo el método descrito en [60].

Para las condiciones control, se sincronizé una poblacion de animales silvestres y se
alimentaron hasta llegar a L4 intermedio, se transfirieron de manera individual a cajas Petri
con comida, se transfirieron diariamente a cajas frescas con comida hasta que dejaron de
producir embriones. Para determinar la calidad de los ovocitos producidos después de la
diapausa, se sincronizé una poblacion de animales y las larvas L1 fueron crecidas en cajas
con comida hasta llegar a L4 intermedio. Los animales fueron ayunados por 5 dias.
Posteriormente, los animales fueron colocados de manera individual en cajas Petri con

comida, se transfirieron diariamente a cajas frescas hasta que dejaron de producir
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embriones. 24 h después de transferir los animales a la caja nueva con comida se
cuantificaron los embriones que no eclosionaron y se consideraron como embriones
muertos. 48 h después de transferir los animales a la caja nueva con comida se
cuantificaron las larvas vivas y el nimero de machos presentes para establecer el porcentaje
de letalidad embrionaria y machos con respecto al total de progenie producida por cada

animal.
8.7 Ensayo de choque de calor

Para inducir estrés por choque de calor se empled la metodologia descrita en [61].
Los animales fueron sometidos al estrés en cajas de 35 mm con NGM selladas con una
pelicula de parafina flexible en un bafio de agua a 31°C por 3 h. Los animales del grupo
control permanecieron en cajas de NGM a 20°C el mismo periodo que el choque de calor.
En cada ensayo se emplearon al menos 30 animales por placa, los cuales fueron

visualizados bajo microscopia de epifluorescencia a la misma exposicion.

La supervivencia al choque de calor se determind en cajas Petri de 35 mm selladas
con una pelicula de parafina flexible dentro de una incubadora previamente atemperada a
36°C, cada intervalo de tiempo se retiraron de la incubadora un grupo de cajas con
animales en ayuno y control, se determind la supervivencia de los animales en cada caja
Petri, tocando la cabeza de cada animal y observando su respuesta, los animales que no

respondian al estimulo fueron considerados muertos.

8.8 Ensayo de resistencia al SDS

Se empled el método descrito en [39] con algunas modificaciones. Se emplearon
hermafroditas L4 intermedio ayunadas por 5 dias y hermafroditas de 5 dias de edad que
nunca fueron ayunadas como control, ambos grupos fueron puestos en contacto con 200 ul
de una solucién que contenia dodecil sulfato de sodio (SDS) al 1% en placas de NGM sin
comida por 20 minutos. Posteriormente, se verifico el nimero de animales sobrevivientes

bajo el microscopio de diseccion. Adicionalmente, una poblacion de larvas dauer obtenidas
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a partir de la mutante termosensible daf-2(e1370) fue sometida a las mismas condiciones

como control positivo.

8.9 Tasa de ovulacion

Seguimos la metodologia descrita en [62]. Los animales fueron montados
individualmente en colchones de agarosa sin anestesia en el microscopio Nomarski para
determinar el nimero de embriones presentes dentro del Utero de cada animal, después se
transfirieron a cajas Petri con comida por un periodo definido y finalmente, se montaron en
colchones de agarosa para determinar el nimero de embriones dentro del Gtero al final del
periodo indicado y los embriones depositados en la placa Petri. La tasa de ovulacion por
brazo de la gbnada por h = (embriones al final del intervalo — embriones al inicio) / (2 x

namero de animales analizados x intervalo).
8.10 Silenciamiento de genes por ARNI

Llevamos a cabo experimentos de silenciamiento por medio de ARNi de acuerdo a
los métodos estandar descritos por [63, 64]. Las clonas de interés fueron obtenidas a partir
de la biblioteca de ARNi (OpenBiosystems) y confirmadas por secuenciacién. El
silenciamiento fue llevado a cabo por alimentacién de los animales con bacterias que
expresan las clonas de interés. Brevemente, el plasmido pPD129.36 (PV) y las clonas de
interés fueron crecidas en la cepa de E. coli HT115 (DE3). Las clonas fueron cultivadas
toda la noche en un caldo LB suplementado con 50mg/ml de ampicilina y 2.5 mg/ml de

tetraciclina.

8.11 Microscopia

Los animales fueron anestesiados con 10 pl de tetramizol al 0.01% sobre colchones
de agarosa al 2% y observados bajo un microscopio Nikon Eclipse E600 equipado con una
camara AxioCam MRc (Zeiss). Las imagenes fueron obtenidas por medio del software

Axio Vision (Zeiss).
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8.12 Andlisis estadistico

Se empled la prueba de t para comparaciones entre los animales silvestres en
condiciones control y recuperados en los ensayos de progenie, letalidad embrionaria,
incidencia de machos y esperanza de vida. Para comparaciones multiples en los ensayos de
apoptosis, progenie, letalidad embrionaria, incidencia de machos y tiempo de degradacion
de cuerpos apoptoticos, los datos obtenidos como valores de la media por grupo fueron
comparados usando el analisis de varianza ANOVA unidireccional. La prueba de Dunn fue
usada para ajustar las comparaciones multiples. Para las curvas de supervivencia al choque
de calor se empled la prueba de rango logaritmico en conjunto con la prueba de Holm-

Sidak para comparaciones multiples.
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9 RESULTADOS

9.1 El ayuno prolongado afecta la fertilidad

Los nutrientes desempefian un papel vital para todos los procesos bioldgicos como
el crecimiento, la reproduccion y el mantenimiento de la homeostasis [53]. Muchos
organismos han desarrollado estrategias para contender las condiciones ambientales
adversas, como la escasez de alimento, hasta que dichas condiciones sean reestablecidas
[65]. En Drosophila, se ha documentado la reduccién en la produccion de ovulos en
respuesta a la falta de alimento, debido a una disminucion en la proliferacion de las células
germinales y progenitoras foliculares y a un aumento en la apoptosis dentro del ovario [66,
67]. C. elegans reduce el tamafio de su gonada en respuesta al ayuno y detiene la
produccién de embriones, este fendmeno es reversible si las condiciones se reestablecen
[42, 43], sin embargo, se desconoce el efecto de esta respuesta en la calidad de los ovocitos

que se producen después de este tipo de estrés.

9.1.1 Los animales que experimentan la ARD no recuperan la fertilidad

completamente debido a que esta condicién afecta la calidad de las células germinales

En el presente trabajo estudiamos como se afecta la fertilidad y la calidad de las
células germinales después de someter a los animales a la diapausa reproductiva del adulto.
Aunque se ha reportado que los animales silvestres sobreviven hasta 30 dias en la ARD, su
fertilidad se afecta enormemente después de permanecer 15 dias en ayuno [42]. Por
consiguiente, decidimos estudiar el efecto de la ARD cuando los animales son expuestos a
5 dias de ayuno ya que este periodo es suficiente para reducir la fertilidad de un
hermafrodita hasta en un 50% [42].

Para llevar a cabo estos experimentos, usamos poblaciones sincronizadas de

animales silvestres a partir de la etapa L4 intermedio que fueron ayunadas (sin alimento)

por 5 dias y realimentadas, para fines practicos nos referiremos a estos animales como
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“recuperados”. Como control se utilizaron animales a partir de la etapa L4 intermedio que
fueron alimentados por 5 dias. Se determind el tamafio de progenie producida por
autofertilizacion de los animales recuperados y se comparé con la de los animales control.
Encontramos que los animales recuperados producen 29% menos hijos que los animales
control (Tabla 1, Fig. 7A). Posteriormente, analizamos el nimero de hijos producidos por
autofertilizacion por dia en ambas condiciones. Observamos que los animales recuperados
producen menos progenie que el control. Después de los primeros dos dias de ser
realimentados la produccion de progenie llega a su maximo y finalmente cesa al quinto dia
(Fig. 7B). Dicho fendbmeno parece deberse al tiempo que toma la regeneracion de la

gonada, lo cual ocurre en aproximadamente 2 dias después de la realimentacion.
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Figura 7. El ayuno prolongado afecta la fertilidad. (A) Conteos de progenie total
producida por autofertilizacion de animales control (barra negra) y animales recuperados
(barra roja). La grafica muestra el promedio de la progenie producida en 8 experimentos
independientes, las barras de error muestran el error estandar de la media (SEM). Se
comparo la diferencia entre ambas medias empleando la prueba t-student (** P<0.01). (B)
Analisis de la produccion de hijos dia a dia producida por autofertilizacion de animales

control (linea negra) y recuperados (linea roja).
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Tabla 1. Ensayos de fertilidad en diferentes fondos genéticos usados en el presente trabajo.

Genotipo UEEND d.e E Embriones muertos N e N
progenie (%)
N2 2318 + 23 21 + 01 144 0.01 34
N2 recuperados 67.0 + 29 FHx 38 = 03 *** 69 029 * 33
N2 control 4249 + 83 26 = 03 22
X machos N2
N2 recuperados 3448 + 26.3 ns. 28 = 06 ns. 17
X machos N2
fog-2(q71)
Control 3245 = 6.5 24 £ 0.3 46
X machos N2
fog-2(q71) recuperados 1832 £ 5.6 * 40 £ 03 * 42
X machos N2
fog-2(q71) diacinesis prolongada 55.8 =+ 2.3 * 48 £ 02 * 51
X machos N2
fog-1(g253) Control 302.3 + 7.0 25 £ 0.1 31
X machos N2
fog-1(q253) recuperados 1771 £ 33 * 44 £ 02 * 35
X machos N2
fog-1(q253) diacinesis prolongada  65.0 + 16 * 56 £ 01 * 39
X machos N2
ced-3(n717) control 1410 = 2.6 81 £ 0.7 43
ced-3(n717) recuperados 53.1 = 1.8 * 73 £ 05 * 41
ced-3(n1286) control 1438 + 3.2 75 £ 04 88
ced-3(n1286) recuperados 520 + 2.3 Fhx 123 + 08 * 58
ced-3(n717) control 3156 + 8.6 198 + 3.0 11
X machos N2
ced-3(n717) recuperados 2489 £ 123 ** 193 + 19 ns. 20
X machos N2
fog-2(q71) control
X machos tra-2(g276) 0.04 56
fog-2(q71) recuperados
x machos tra-2(q276) 0.12 n.s. 55
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Hermafroditas de distintos fondos genéticos fueron seleccionados de manera individual en la etapa L4 intermedio y
transferidos a cajas frescas con comida cada 24 h hasta que dejaran de depositar embriones. Para los hermafroditas
recuperados, se sometieron a la ARD, después de 5 dias se transfirieron a cajas frescas con comida diariamente hasta
que dejaran de depositar embriones. Se emple6 la prueba T-student (control vs recuperados) ** P< 0.01. Los animales
control mutantes en fog-1 y fog-2 se seleccionaron individualmente en la etapa L4 intermedio, cruzados con machos.
Para los animales mutantes en fog-1 y fog-2 recuperados, se sometieron a 5 dias en ARD después fueron cruzados con
machos. Para el arresto en diacinesis prolongado, los animales mutantes fog-1 y fog-2 se mantuvieron en cajas con
comida desde Le intermedio hasta 6 dias después, posteriormente fueron cruzados. Los embriones que no
eclosionaron después de 24 h de haber sido depositados se contabilizaron como embriones muertos. Se empleé la
prueba de Dunn. * P <0.05, ** P < 0.01, *** P< 0.001, n.s. no significativa.

Los defectos observados en la progenie de los animales recuperados podrian deberse
a que el ayuno inicia en la etapa L4 intermedia, cuando la espermatogénesis no ha
concluido (aprox. 4 h después de la muda L4) y que al someter a los animales al ayuno
cause problemas en la produccién de espermas. Para descartar esta posibilidad,
cuantificamos los espermatozoides por medio de una tincién DAPI en animales ayunados y
control. Esto se realizd una vez que los animales se encontraban cerca del término de la
etapa L4, cuando los animales ya han finalizado la espermatogénesis e inician la
ovogeénesis. Los animales control produjeron en promedio 105.11 + 1.1 espermaétidas
(n=36) mientras que los animales ayunados produjeron un nimero similar, 101.89 + 2.5 (n=
37). También observamos que 5 dias después de la muda L4, los animales control ya no
contienen espermatozoides dentro de la espermateca, en cambio, los animales ayunados
contienen en promedio 102.5 + 0.68 (n=28) espermatozoides (Fig. 8). Estos resultados
sugieren que durante el ayuno la produccion de esperma no se ve afectada, por
consiguiente, no es un factor que pudiera explicar la baja fertilidad después de la ARD.
Ademas, estos datos sugieren que el ayuno podria afectar la capacidad reproductiva de los

espermatozoides, causando defectos en la progresion del desarrollo embrionario.
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Figura 8. El numero de espermatidas en los animales silvestres permanece constante
durante la diapausa. Cuantificacion de espermatidas producidas por animales silvestres en
condiciones control (linea negra) y sometidos a la diapausa reproductiva del adulto (linea
roja) a partir de la etapa L4 tardia, 1, 3 y 5 dias después. Los animales fueron seleccionados
en la etapa L4 tardia y 1,3 y 5 dias post-L4 intermedio en ambas condiciones,
diseccionados, sus gonadas fueron tefiidas con DAPI y se observaron en el microscopio de
epifluorescencia. Los datos graficados se muestran como el promedio de espermatidas en

un brazo de la génada (tSEM) en cada punto de tiempo analizado.

La calidad de un ovocito puede ser medida como el éxito que éste tiene para
completar el desarrollo embrionario después de haber sido fertilizado [26, 68]. Para
determinar la calidad de los 6vulos después de la diapausa, se cuantific la letalidad
embrionaria dentro de la progenie producida por animales recuperados y se compardé con la
de los animales control que nunca fueron ayunados. Al comparar la letalidad embrionaria
de la progenie producida por autofertilizacion de los animales recuperados contra la de los
animales control, encontramos que los animales recuperados exhiben 1.8 veces mayor
letalidad embrionaria que su control (3.8 £ 0.3 embriones muertos/animal recuperado vs.

2.1 £ 0.1 embriones muertos/ animal control) (Tabla 1, Fig. 9).
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Figura 9. La letalidad embrionaria es mayor en animales que pasaron por ARD. Se
cuantificdé el ndmero de embriones muertos dentro de la poblacion producida por
autofertilizacion en condiciones control (barra negra) y después de 5 dias de ayuno (barra
roja). La grafica muestra el promedio del nimero de embriones muertos dentro de la
progenie (xSEM) de cada animal. Se compar6 la diferencia entre ambas medianas
empleando la prueba t-student ajustada a Mann-Whitney (*** P<0.01).

Para contrarrestar el efecto que tiene la ARD en los espermatozoides, cuantificamos
la progenie y la letalidad embrionaria de animales silvestres recuperados de la ARD y
posteriormente cruzados con machos silvestres que nunca fueron ayunados. Para las
condiciones control, una poblacion de hermafroditas en la etapa L4 intermedio fueron
cruzados individualmente en presencia de 4 machos silvestres que nunca fueron ayunados
por 24 h, posteriormente se transfirieron individualmente a placas Petri frescas con comida
diariamente hasta que terminaran de producir embriones. Para las condiciones de ayuno,
una poblacién de hermafroditas L4 intermedio fueron sometidos a la diapausa reproductiva
del adulto por 5 dias, recuperados en cajas con comida y cruzados individualmente en
presencia de 4 machos silvestres bien alimentados por 24 h, posteriormente los
hermafroditas se transfirieron individualmente a placas Petri frescas con comida
diariamente hasta que terminaran de producir embriones. Observamos que la fertilidad de

los animales silvestres recuperados mejoraba considerablemente al ser cruzados (producian
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81% de la progenie de su control) aunque nunca alcanzaron el tamafio de la progenie de su
control (Tabla 1; Fig. 10).
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Figura 10. Los animales recuperados de la ARD y cruzados no restablecen
completamente su fertilidad. Conteos de progenie total producida al cruzar animales
control (barra negra) y animales recuperados de la diapausa (barra roja). Hermafroditas en
condiciones control y recuperados de la ARD fueron con cruzados con machos bien
alimentados por 24 h. Los hermafroditas fueron transferidos individualmente a cajas frescas
con comida hasta que dejaron de producir embriones. La grafica muestra el promedio de la
progenie (£SEM). Se compar6 la diferencia entre ambas medias empleando la prueba t-
student (* P<0.05).

Adicionalmente, no observamos diferencias significativas en la letalidad
embrionaria producida por los hermafroditas que fueron cruzados en condiciones control y
después de la ARD (2.6 + 0.3 embriones muertos/animal en condiciones control vs. 2.8 +
0.6 embriones muertos/animal de los recuperados; Fig. 11, Tabla 1). Estos resultados
indican que la ARD afecta la fertilidad y la supervivencia embrionaria debido a defectos en
las células femeninas, sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que la calidad

del esperma se afecte en condiciones de ayuno.
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Figura 11. La letalidad embrionaria después de la ARD se rescata al cruzar a los
animales silvestres recuperados con machos. Nimero de embriones muertos dentro de la
poblacién producida al cruzar hermafroditas en condiciones control (barra negra) y después
de la diapausa reproductiva del adulto (barra roja). La grafica muestra el promedio del
nimero de embriones muertos dentro de la progenie (xSEM) de cada animal. La
significancia fue determinada por medio de la prueba U de Mann-Whitney y no hay

diferencia significativa.

9.1.2 Los animales con la linea germinal feminizada son mas sensibles a la ARD

gue los animales los silvestres

Para probar el efecto que tiene la ARD directamente en las células germinales que
dan lugar a ovocitos, empleamos las cepas mutantes fog-1(g253) y fog-2(q71), las cuales
presentan feminizacién de la linea germinal. Para fines practicos nos referiremos a estos
animales como hembras, aunque en realidad son hermafroditas con la linea germinal
feminizada. Los animales mutantes fog-2(q71) son incapaces de producir esperma, son
considerados hembras ya que solamente producen ovocitos pero pueden reproducirse por
medio de cruzas con machos [69]. Los hermafroditas fog-1(q253) son sensibles a la
temperatura, cuando se incuban desde L1 en la temperatura restrictiva (25°C) se impide la

diferenciacion de esperma y exhiben gonadas feminizadas. En cambio, si estos animales se
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crecen a 15°C, sus células germinales se diferencian de manera normal, dando lugar a

espermatozoides durante la etapa L4 y ovocitos durante la etapa adulta [70].

Para las condiciones control, se cruzaron individualmente “hembras” virgenes fog-
2(q71) en la etapa L4 intermedio bien alimentadas en presencia de 4 machos silvestres bien
alimentados por 24 h, posteriormente las hembras fueron transferidas individualmente a
placas Petri frescas con comida diariamente hasta que terminaran la produccion de
embriones. Para las condiciones de ayuno, las hembras virgenes fog-2(q71) en la etapa L4
intermedia fueron ayunadas por 5 dias, posteriormente fueron realimentadas por 24 h y
cruzadas individualmente en presencia de 4 machos silvestres bien alimentados por 24 h.
Posteriormente, las hembras fueron transferidas de manera individual a placas Petri frescas
con comida diariamente hasta que terminaran la produccion de embriones. Cuantificamos la
progenie producida y la letalidad embrionaria en ambas condiciones y encontramos que las
hembras fog-2(q71) recuperadas producen progenies mas pequefias que las hembras control
(56.5% de su control) y exhiben mayor letalidad embrionaria (1.7 veces;, 2.4 + 0.3
embriones muertos/ hembra control vs. 4 + 0.3 embriones muertos/ hembra recuperada;

Tabla 1, Fig. 12).

Para confirmar estos datos comparamos la progenie y letalidad embrionaria
producida por animales fog-1(g253) en condiciones control y recuperados de la ARD. Para
ello, poblaciones sincronizadas de hermafroditas fog-1(g253) fueron crecidas desde L1
hasta L4 intermedio a 25°C y transferidos individualmente a cajas Petri con comida y en
presencia de 4 machos silvestres por 24 h, como control. Otro grupo de animales fog-
1(g253) fueron transferidos a cajas Petri sin comida e incubados 5 dias en ayuno a 25°C. Al
quinto dia, los animales se recuperaron en cajas con comida por 24 h y posteriormente se
transfirieron de manera individual a cajas con comida y en presencia de 4 machos silvestres
por 24 h. Los animales fog-1(g253) recuperados exhibieron menor progenie que los
animales control (Fig. 12A). Adicionalmente, los animales fog-1(¢g253) recuperados
mostraron mayor letalidad embrionaria que los animales control (1.7 veces; 2.5 £ 0.1

embriones muertos/animal en los animales fog-1(q253) control vs. 4.4 £ (0.2 embriones
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muertos /animal en los animales fog-1(q253) recuperados) (Fig. 12B). Estos resultados
demuestran que la ARD afecta a las células germinales que dan lugar a los ovocitos a tal
grado que interfiere con la supervivencia embrionaria aun cuando ha pasado tiempo
después de que el ayuno ha concluido. Debido a que observamos que el efecto de la ARD
fue mayor en las mutantes feminizadas, sugerimos que algunos fondos genéticos parecen

ser mas sensibles al ayuno que otros.
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Figura 12. Los animales con la linea feminizada son mas susceptibles a la ARD. (A)
Progenie producida a partir de cruzas de machos silvestres que nunca fueron ayunados con
hembras fog-1 y fog-2 de los fondos genéticos indicados en condiciones control (barra
negra), recuperados (barra roja) y animales que fueron expuestos a un arresto en diacinesis
prolongada (barra verde). Se compar6 la diferencia entre ambas medias empleando la
prueba ANOVA y Dunn (P < 0.05). (B) Se muestra la letalidad embrionaria dentro de la
progenie producida a partir de la cruza con machos silvestres que nunca fueron ayunados
con hembras fog-1 y fog-2 de los fondos genéticos indicados en condiciones control (barra
negra), recuperados (barra roja) y diacinesis prologada (barra verde). Se compard la

diferencia entre ambas medias empleando la prueba ANOVA y Dunn (P < 0.05).
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9.2 La respuesta de la goénada al ayuno durante la diapausa del adulto confiere

proteccion a las células germinales contra el arresto prolongado en diacinesis

En C. elegans la ovulacion responde a una sefial proveniente de los
espermatozoides, cuando todos los espermas son utilizados para fertilizar a los ovocitos y
se acaban, los siguientes Ovulos permanecen arrestados en diacinesis de la profase | de la
meiosis en espera de la sefial proveniente de los espermatozoides. Los animales mutantes
fog-2 no producen esperma, todas sus células germinales se diferencian a ovocitos y en
condiciones control con comida es posible ver hasta 14 ovocitos completamente formados y
apilados en la gonada proximal, arrestados en diacinesis a la espera de una sefal
proveniente de los espermatozoides para ser fertilizados, activados y ovulados ([69]y Fig.
13A). Cuando los animales mutantes fog-2(q71) se mantienen bien alimentados sin cruzarse
sus ovocitos se arrestan en diacinesis por un periodo mas largo de lo habitual, si estos
animales son cruzados, es posible observar defectos en la fertilidad y la viabilidad de los

embriones producidos [26].

En condiciones control, los hermafroditas producen un embrién cada 20 min. Cinco
dias después de la muda de L4 a adulto, los animales silvestres han utilizado todos los
espermatozoides que se encontraban almacenados en la espermateca y es posible observar
ovocitos sin fertilizar arrestados en diacinesis apilados en la gbnada proximal (aprox. 9
ovocitos) (Fig. 13A). En la diapausa del adulto (ARD), los animales silvestres retrasan su
periodo reproductivo pero aparentemente la ovogénesis no se detiene, como resultado no se
apilan ovocitos arrestados en diacinesis en la gbnada proximal, en cambio, se produce un
solo ovocito por cada brazo de la génada y se comienza la produccion de un nuevo ovocito
hasta que ocurre una ovulacion, aprox. cada 8 h ([43] y Fig. 13B). Nos preguntamos si los
animales fog-2(q71) retrasan la produccion de Ovulos durante el ayuno. Para ello,
sincronizamos una poblacion de animales fog-2(q71) y se crecieron desde L1 hasta L4
intermedio, una parte de la poblacién se mantuvo en cajas con comida y la otra se ayuné
por 5 dias. Al quinto dia contamos los ovocitos presentes en cada brazo de la gbnada. A

diferencia de los animales silvestres en diapausa, los animales fog-2(q71) sin cruzar
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presentan ovocitos apilados en la goénada proximal (aprox. 7 ovocitos, Fig. 13C). Sin
embargo, el nimero ovocitos es menor que los animales fog-2 (q71) sin cruzar bien

alimentados (aprox. 11 ovocitos, Fig. 13D).

Estos resultados fueron confirmados empleando otro fondo genético con la génada
feminizada fog-1(q253). Durante el quinto dia después de la muda L4, los animales fog-
1(g253) en ARD presentaron ovocitos apilados en su génada (aprox. 4, Fig. 13F) aunque
fueron menos que los ovocitos apilados de los animales fog-1(q253) bien alimentados
(Aprox. 8, Fig. 13E).
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Figura 13. La respuesta ovogénica de la gonada al ayuno previene el arresto
prolongado en diacinesis de los ovocitos. Fotografias representativas Nomarski del brazo
de la génada de (A) un hermafrodita adulto bien alimentado 5 dias después de la etapa L4
intermedia. (B) El brazo de la gonada de un hermafrodita ayunado por 5 dias a partir de la
etapa L4 intermedia. (C) Imagen de un brazo de la gbnada de un animal fog-2(q71) sin
cruzarse y bien alimentado 5 dias después de la etapa L4 intermedia. (D) Imagen del brazo
de la gonada de un animal fog-2(q71) sin cruzarse ayunado por 5 dias a partir de la etapa L4
intermedia. (E) Imagen representativa del brazo de la génada de un adulto fog-1(q253)
bien alimentado 5 dias post L4 intermedio. (F) Imagen representativa del brazo de la

gonada de un animal fog-1(g253) ayunado a partir de la etapa L4 intermedio por 5 dias. En
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todas las imagenes se delinea un brazo de la génada y los ovocitos presentes; la parte distal
de la gbnada se indica con un asterisco (*), la flecha indica la génada proximal. La barra de

escala = 20 pm.

Para continuar investigando si la respuesta de la gonada al ayuno durante la
diapausa reproductiva del adulto confiere un efecto protector en las células germinales,
comparamos la calidad de las células germinales expuesta a un arresto prolongado en
diacinesis durante las condiciones control con comida con respecto a las células germinales
de animales que estuvieron expuestos a la ARD cuantificando la letalidad embrionaria. Para
ello, cruzamos animales virgenes bien alimentados fog-1(q253) y fog-2(q71) de seis dias de
edad con machos silvestres y comparamos el tamafio de su progenie y la letalidad
embrionaria de animales con la de los animales fog-1(g253) y fog-2(q71) control y
recuperados de la diapausa del adulto. Encontramos que los animales fog-1(q253) y fog-
2(q71) de seis dias de edad bien alimentados producen progenies mas pequefias que sus
controles (17% y 22%, respectivamente) y exhiben ain menos progenie (30.5 y 36.7%,

respectivamente) que los animales recuperados de la ARD (Tabla 1, Fig. 14A).

Adicionalmente, los animales fog-1(q253) y fog-2(q71) de seis dias de edad bien
alimentados exhiben mayor letalidad embrionaria que los animales control (2- y 2.2-veces,
respectivamente) y que los recuperados de la ARD (1.2- y 1.3-veces, respectivamente)
(Tabla 1, Fig. 14B). Observamos que los embriones muertos se presentan principalmente
durante el primer dia después de la cruza (Fig. 14C). De manera similar, los animales fog-
1(253) y fog-2(q71) recuperados producen un pico en el nimero de embriones muertos en
el primer dia después de la cruza (Fig. 14C). Aparentemente, los embriones muertos son
producidos principalmente a partir de ovocitos que permanecieron arrestados por un
periodo prolongado en diacinesis durante la ARD. Con estos resultados, concluimos que la
ARD previene la entrada en diacinesis y el arresto prolongado de las células germinales que
dan lugar a los ovocitos al disminuir la produccion de ovocitos y las ovulaciones, lo cual
mantiene su calidad. Nuestros resultados sugieren que esto podria explicar por qué las

mutantes con la gonada feminizada son més sensibles a la ARD que los animales silvestres.
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Figura 14. La respuesta ovogénica de la gonada al ayuno protege a los ovocitos del
arresto prolongado en diacinesis, el cual es muy perjudicial para el ovocito. (A) La
grafica muestra el tamafio de la progenie producida al cruzar animales fog-1 y fog-2 de los
fondos genéticos mencionados en distintas condiciones con machos silvestres bien
alimentados. Las barras indican el promedio del tamafio de la progenie producida (xSEM)
de cada animal. La significancia estadistica se determin6 empleando un anélisis ANOVA
en rangos seguido de una prueba de Dunn (P<0.05). (B) Se muestra el numero de
embriones muertos dentro de la progenie producida por animales fog-1 y fog-2 de los
fondos genéticos mencionados en diferentes condiciones al ser cruzados con machos
silvestres bien alimentados; control (barra negra), recuperados (barra roja) y diacinesis
prolongada (barra verde). Las barras representan el promedio de embriones muertos
(xSEM) de cada animal. La significancia estadistica se determindé empleando un analisis
ANOVA en rangos seguido de una prueba de Dunn (P<0.05). (C) Cuantificacion diaria de
los embriones muertos dentro de la progenie producida al cruzar animales fog-1 y fog-2 de
los fondos genéticos mencionados en condiciones control (linea negra), recuperados (linea
roja) y diacinesis prolongada (linea verde). Se muestra el promedio de embriones muertos

(xSEM) en cada punto analizado.
Durante los experimentos de fertilidad después de la ARD, observamos que las

gonadas de los animales fog-1(g253) y fog-2(q71) no reducen su tamafio (Fig. 13F y D).

Nuestros resultados, al igual que otros trabajos similares reportados por otros autores [71]
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sugieren que la ovulacion contribuye para reducir el volumen de la génada ya que la
produccion de ovocitos requiere de una gran cantidad de citoplasma que aparentemente no
se esta produciendo en estas condiciones. Para comprobar que los animales mutantes en
fog-1 y fog-2 no reducen el tamafio de sus gdénadas durante el ayuno prolongado,
cuantificamos las células germinales por cada brazo de la génada usando una tincion DAPI,
la cual se utiliza para tefiir los nucleos de las células, en animales control y animales que
pasaron 5 dias en ARD de la cepa silvestre y las mutantes feminizadas. Durante las
condiciones control, los animales silvestres muestran un aumento en el numero de celulas
germinales por brazo de la gonada de 141.9 + 1.8 (L4 intermedio) a 468.23 + 2.0 (5 dias
post L4 intermedio) (Tabla 2). Adicionalmente, el nimero de células germinales por brazo
de la gonada disminuy6 progresivamente durante el ayuno, de 141.9 + 1.8 (L4 intermedio)
a 36.0 = 0.5 (5 dias post L4 intermedio, Fig. 15 y Tabla 2). Encontramos que el nimero de
células germinales por brazo de la génada de los animales fog-2(q71) que fueron ayunados
por 5 dias permanece sin cambios con respecto al numero de células germinales por brazo
de la gonada en la etapa L4 intermedio (143.1 + 2.0 vs. 141.0 £ 1.5; Fig. 15 y Tabla 2).
Confirmamos estos resultados usando animales mutantes fog-1(q253) (Fig. 15 y Tabla 2).
En contraste, cuando los animales fog-1(q253) fueron mantenidos a la temperatura
permisiva (15°C) desde L1 a la etapa adulta, y por consiguiente no se feminiza su linea
germinal y producen espermatozoides, y fueron sometidos a la ARD, sus gonadas se
reducian de manera similar a la de los animales silvestres (Fig. 15 y Tabla 2). Nuestros
resultados sugieren que durante la ARD la reduccion de la gonada se debe por una parte; a
la ovulacién y a la disminucién de la proliferacion de las células mitéticas en la gonada
distal.
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Figura 15. La ovulacion contribuye a la reduccién de la gonada durante la ARD.
Animales silvestres y fog-2 fueron crecidos en cajas con comida hasta la etapa L4
intermedio y se ayunaron para inducir la ARD. Animales silvestres y fog-1 fueron crecidos
en la temperatura permisiva y restrictiva en cajas con comida dese L1 hasta L4 intermedio
y se ayunaron para inducir la ARD. 5 dias después se cuantificaron las células germinales
en cada brazo de la génada usando una tincion DAPI. En la grafica se muestra el nimero de
células germinales por brazo de la génada en animales de distintos fondos mutantes en la
etapa L4 intermedio y 5 dias después de ayuno prolongado. Las barras negras indican el
promedio de células germinales (:SEM) en la etapa L4 intermedio. Las barras rojas indican
el promedio de células (+tSEM) al haber pasado 5 dias en ARD.
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Tabla 2. Cuantificacién de las células germinales por brazo de la génada en distintos fondos genéticos

en condiciones control

5 Dias post L4 int

L4 int N  Control N Ayuno N

N2 1419 + 1.8 49 4682 + 2.0 38 ** 36.0 + 0.5 54 **
20°C

fog-2(q71) 1431 + 2.0 42 3159 + 2.6 47 ** 1410 + 15 48 **

N2 1447 + 2.2 30 3869 + 1.6 20 ** 355 + 0.8 24 **
15°C

fog-1(g253) 1435 + 1.8 30 386.2 + 1.6 30 ** 36.0 + 0.6 25 **

N2 1353 + 15 20 3885 + 1.8 25 ** 342 + 0.7 25 **
25°C

fog-1(q253) 1335 + 0.8 30 3385 + 1.8 30 ** 1418 + 1.6 25 ns.

Los animales control permanecieron en cajas con comida. Para el ayuno, los animales fueron crecidos desde
L1la L4 intermedio en cajas con comida y ayunados por 5 dias. Los animales fueron seleccionados y
disecados. Las génadas disecadas fueron tefiidas usando DAPI y los nucleos fueron cuantificados bajo el
microscopio de epifluorescencia.

9.3 La reduccion del tamafio de la génada durante el ayuno prolongado no depende de
la apoptosis de las células germinales

Angelo y van Gilst (2009) observaron que al ayunar animales mutantes en ced-
3(n1286), los cuales no exhiben apoptosis, no reducian el tamario de su gbnada y sugirieron
que la apoptosis es indispensable para la reduccion de la gonada durante el ayuno
prolongado [42]. Sin embargo, al reproducir las condiciones experimentales reportadas por
otros autores [42] encontramos resultados diferentes. Al someter a animales mutantes en
ced-3 (alelos n1286, n717 y 0k2734) desde la etapa L4 intermedio (Fig. 16A, D, G y J) a un
ayuno prolongado de 5 dias observamos que estos animales reducian el tamafio de su

gonada (Fig. 16E, H y K) de manera similar a los animales silvestres (Fig. 16B).
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Figura 16. La apoptosis no contribuye a la reduccion del tamafio de la gébnada durante
el ayuno ni para la recuperacion de su tamafio al realimentarse. Iméagenes
representativas Nomarski de animales silvestres y diferentes mutantes de la caspasa que
fueron sometidos a un ayuno de 5 dias a partir de la etapa L4 intermedio y posteriormente
fueron realimentados por 3 dias. Se muestra el brazo de la génada en la etapa L4 intermedio
de los animales silvestres y ced-3(n1286, n717 y 0k2734) (A, D, G y J); 5 dias después en
condiciones de ayuno (B, E, H y K) y 3 dias después de ser realimentados (C, F, | y L).
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Fotografias Nomarski 40x, la escala indica 20 um. Se muestra delineado el contorno de un
brazo de la génada. La cabeza de flecha indica la gbnada proximal. El asterisco muestra la

gonada distal.

Para corroborar que las gonadas de los animales mutantes de ced-3 reducian el
tamarfio de su génada como los animales silvestres cuantificamos las células germinales por
brazo de la gonada usando una tincion DAPI. Animales silvestres y mutantes en ced-3
fueron crecidos en cajas con comida desde L1 hasta la etapa L4 intermedio y sometidos a la
ARD, tomando como el namero inicial de células germinales por brazo de la génada. Las
células germinales fueron cuantificadas durante los siguientes 5 dias en condiciones control
y ayuno. Encontramos que durante el ayuno, los animales mutantes de ced-3 mostraban una
reduccion progresiva en el numero de células germinales por cada brazo de la gonada,

similar a los animales silvestres (Fig. 17 y Tabla 3).

Posteriormente, los animales que pasaron 5 dias en ARD fueron transferidos a cajas
con comida por 3 dias, transcurrido este tiempo se observaron sus goénadas en el
microscopio Nomarski y se cuantificaron sus células germinales por brazo de la gbnada
usando una tincién DAPI. Encontramos que las génadas reducidas de los animales ced-3 se
recuperaban cuando los animales eran realimentados, de la misma forma que los animales
silvestres, como se puede observar por microscopia Nomarski (Fig. 15C, F, Hy L) y por la
tincion DAPI (Tabla 3). Nuestros resultados demuestran que la apoptosis de las células
germinales no es un requisito para reducir el tamafio de la gdnada durante el ayuno, ni para

recuperar su tamafio cuando las condiciones se reestablecen.
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Figura 17. Los animales mutantes en ced-3 reducen el tamafio de su génada durante la
ARD. Poblaciones de animales silvestres y dos distintas mutantes de la caspasa del
genotipo indicado fueron sometidos a un ayuno de 5 dias a partir de la etapa L4 intermedio
(lineas punteadas). Como control, se emplearon animales bien alimentados de cada fondo
genético (lineas sdlidas). Animales de cada condicion y fondo genético fueron
seleccionados diariamente, disecados y sus gonadas fueron tefiidas usando DAPI. Se

muestra el nimero de células germinales por brazo de la génada (£SEM).
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Tabla 3. Cuantificacién de las células germinales por brazo de la génada en condiciones control, ayuno

y recuperacién de animales de diferentes fondos genéticos.

N2
Dias post L4 int Control N Ayuno N Recuperacion N
0 1504 £+ 25 36 1504 + 25 36 3392 + 35 25
1 3461 £+ 20 35 95.1 + 1.0 36
2 4313 £+ 19 35 745 + 09 36
3 4756 + 2.7 25 456 + 0.7 35
4 4853 + 14 30 35.0 + 0.6 36
5 463.7 =+ 4.7 24 355 £ 09 35
ced-3(n717)
Dias post L4 int Control N Ayuno N Recuperacion N
0 1455 £ 46 35 1455 + 46 35 3429 £ 28 30
1 3409 £ 19 36 93.7 £ 19 35
2 4278 + 1.7 36 789 £ 12 35
3 4758 + 2.7 24 46.1 + 08 35
4 4846 + 24 25 386 + 0.8 36
5 4547 + 3.7 25 381 + 08 35
ced-3(n1286)
Dias post L4 int Control N Ayuno N Recuperacion N
0 1537 £+ 21 36 153.7 + 21 36 3426 £+ 27 30
1 3518 £+ 18 25 9.8 + 1.3 35
2 4271 + 33 26 788 + 09 36
3 4712 + 39 25 46.1 £ 0.6 35
4 479.7 + 22 25 377 £+ 1.0 36
5 4592 + 29 25 36.7 £+ 0.8 35

Las gonadas de animales con los genotipos indicados crecidos en condiciones control, ayuno y recuperacion
fueron disecadas, tefiidas usando DAPI para cuantificar los nicleos de las células germinales por brazo de la
gonada en el microscopio de epifluorescencia.

Angelo y van Gilst (2009) también reportaron que los animales mutantes de la
caspasa ced-3(n1286) eran incapaces de producir progenie después de haber experimentado
un ayuno de 15 dias y sugirieron que la apoptosis era importante para recuperar la fertilidad
al reestablecer las condiciones[42]. De manera inesperada, observamos que ni los animales
silvestres, ni los mutantes ced-3(n717) y ced-3(n1286) produjeron progenie después de

haber sido sometidos a la ARD por 15 dias (N=37, 39 y 42, respectivamente). Incluso estos
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animales fueron incapaces de recuperar su fertilidad después de ser cruzados con machos
silvestres (N=27, 29 y 30, respectivamente).

Decidimos entonces cuantificar la progenie de animales mutantes para la caspasa
ced-3(n717) y ced-3(n1286) bien alimentados y de animales recuperados después de 5 dias
en la ARD y compararla con la progenie de los animales silvestres en las mismas
condiciones. Observamos que los animales ced-3(n717) y ced-3(n1286) exhibian en
promedio 40% menos progenie que los animales silvestres en condiciones control (Fig. 18
y Tabla 1). Cuando comparamos el nimero de progenie producida por los animales
silvestres recuperados con la de los ced-3 recuperados encontramos que los animales
mutantes ced-3 (n717 y n1286) producen en promedio 20-24% menos progenie que los

animales silvestres recuperados (Fig. 18 y Tabla 1).
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Figura 18. Los animales mutantes de la caspasa producen menos progenie que los
animales silvestres después de un ayuno prolongado. Progenie producida por
autofertilizacion de animales silvestres y mutantes ced-3(n717) y ced-3(n1286) en
condiciones control con comida (barras negras) y recuperados de la ARD (barras rojas).

Para las condiciones control, hermafroditas L4 intermedio fueron transferidos

69



individualmente a cajas frescas con comida cada 24 h hasta que dejaran de producir
progenie. Para los animales recuperados, hermafroditas L4 intermedio fueron ayunados por
5 dias, posteriormente se transfirieron individualmente a cajas con comida cada 24 h hasta
que dejaran de producir progenie. Las graficas muestran el promedio de la progenie
(£SEM) de cada animal. Se compard la diferencia entre las medias de los animales
recuperados empleando una prueba t-student en los animales silvestres (P < 0.001) y una
prueba ANOVA para multiples comparaciones (P < 0.05).

La letalidad embrionaria de los animales mutantes ced-3 resulté mayor que la de los
animales silvestres en condiciones control, ya que la apoptosis es necesaria para la calidad
de los ovocitos, (3.9-veces mayor que los silvestres para el alelo ced-3(n717) y 3.6-veces
mayo para el alelo ced-3(n1286), similar a los datos reportados por otros autores ([26] Fig.
19y Tabla 1). Después de la ARD, los animales mutantes ced-3(n717) exhibieron 1.9-veces
mayor letalidad embrionaria que los animales silvestres recuperados, mientras que los ced-
3(n1286) presentaron 3.2-veces mayor letalidad embrionaria que los animales silvestres

recuperados (Fig. 19 y Tabla 1).
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Figura 19. La letalidad embrionaria es mayor en los animales mutantes ced-3 en
condiciones control y después del ayuno prolongado. Animales silvestres y mutantes
ced-3 de los diferentes fondos genéticos fueron crecidos en condiciones control o
recuperados de la ARD. Los animales fueron seleccionados individualmente y transferidos
a cajas frescas con comida hasta que dejaron de producir embriones. Se muestra el nimero
de embriones muertos dentro de la progenie producida por autofertilizacion de animales
silvestres y mutantes de la caspasa en condiciones control (barras negras) y recuperados de
la ARD (barras rojas). Las barras muestran el promedio de embriones muertos (+SEM) de
cada animal. Se determiné la significancia estadistica empleando una prueba t-student
(P<0.001) en los animales silvestres y empleando la prueba de Mann-Whitney en los
animales ced-3 (P<0.05).

Para evitar el efecto de la ARD en los espermatozoides, cuantificamos la progenie y
letalidad embrionaria de animales ced-3(n717) que fueron expuestos a 5 dias en la ARD y
posteriormente cruzados con machos silvestres bien alimentados. Encontramos que la
fertilidad de los animales ced-3(n717) recuperados y cruzados con machos silvestres
mejoro considerablemente (79% con respecto al control) aunque no alcanzo el tamafio de la
progenie producida por su control (Fig. 20A). En condiciones control, los animales ced-

3(n717) cruzados con machos silvestres exhibieron mayor letalidad embrionaria que los
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animales silvestres cruzados (7-veces mayor) pero la letalidad embrionaria no se
incrementa méas después de la ARD ya que fue tan solo 8 veces mayor (Fig. 20B). Nuestros
datos confirman que la apoptosis de las células germinales es importante para mantener la
calidad de los ovocitos en condiciones control ([26] y este trabajo). Ademas, observamos
que la apoptosis es importante para la fertilidad y preservar la calidad de los ovocitos
durante la ARD.
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Figura 20. La letalidad embrionaria se rescata al cruzar a los animales ced-3 con
machos, sin embargo no se recupera completamente la fertilidad de los animales
después de la ARD. Animales de los fondos genéticos indicados fueron cruzados con
machos silvestres en condiciones control y recuperados de la ARD. Los animales fueron
seleccionados individualmente a cajas frescas con comida diariamente hasta que dejaran de
depositar embriones. (A) Progenie producida al cruzar animales control (barras negras) y
animales recuperados de la ARD (barras rojas) de los fondos genéticos indicados con
machos silvestres bien alimentados. La grafica muestra el promedio de la progenie (xSEM)
de cada animal. Se compar6 la diferencia entre ambas medias empleando la prueba de
Mann-Whitney (P<0.024) para los animales silvestres y la prueba de t-student (P<0.001)
para los animales ced-3(n717). (B) Numero de embriones muertos dentro de la poblacion

producida al cruzar animales control (barras negras) y animales recuperados de la ARD
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(barras rojas) de diferentes fondos genéticos con machos silvestres bien alimentados La
grafica muestra el promedio de embriones muertos dentro de la progenie (SEM) de cada
animal. La significancia estadistica fue determinada empleando la prueba de Mann-

Whitney, n.s. = no existe diferencia significativa.

9.4 Durante el ayuno prolongado, la apoptosis de las células germinales

aumenta y no se detiene

Investigamos la dindmica de apoptosis de las células germinales durante la diapausa
reproductiva del adulto. Para cuantificar la apoptosis empleamos la cepa reportera con el
genotipo Piim-7ced-1::gfp, la cual se expresa a la proteina verde fluorescente en las células
de la gonada somaética. Este tejido se encarga de rodear a los cuerpos apoptoticos y
fagocitarlos [72]. En condiciones control, el nimero de cuerpos apoptoticos por brazo de la
gonada aumenta con la edad de los animales y llega a un punto maximo en el dia 4 post-L4
intermedio (16.3 £ 0.55 cuerpos apoptéticos por brazo de la gonada). Después del dia 4, los
animales presentaron en promedio 9.65 + 0.98 cuerpos apoptéticos por brazo de la gbnada
durante el resto del experimento (Tabla 4). Después de un dia de ayuno observamos un
aumento de 1.6-veces en el nimero de cuerpos apoptoticos con respecto al control. Después
de este pico, los animales presentaron 4.9 cuerpos apoptéticos por brazo de la génada en

promedio durante el resto de los experimentos (Fig. 21, Tabla 4).
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Figura 21. La apoptosis de las células germinales permanece activa durante la ARD.
Cuantificacion de cuerpos apoptoticos por brazo de la génada de animales ced-1::gfp en
condiciones control y en ARD. Se seleccionaron animales de ambas condiciones durante 10
dias para visualizar los cuerpos apoptéticos en cada brazo de la génada durante en el
microscopio de epifluorescencia. Se muestra el promedio de cuerpos apoptoticos por brazo
de la gonada (xSEM) de los animales control (linea negra) y durante la ARD (linea gris).

74



Tabla 4. Dindmicas de apoptosis en condiciones control

ced-1::gfp
Dias post L4 int Control N Ayuno N
0 0.0 £ 0.00 141 0.0 + 001 ns. 140
1 54 + 021 139 8.8 + 020 faa 140
2 114 + 0.26 129 6.5 + 015 faa 141
3 136 + 034 111 6.3 + 024 faid 129
4 16.3 + 0.55 103 5.6 + 018 faa 123
5 137 + 040 111 5.2 + 0.16 fal 143
6 116 + 0.26 121 4.5 + 0.10 wx 135
7 85 + 0.22 110 4.2 + 011 fal 129
8 82 + 0.5 119 4.1 + 0.10 wx 144
9 79 £+ 0.30 76 3.9 + 011 fald 124
10 80 + 021 72 3.6 + 0.08 faal 105

Se cuantificaron los cuerpos apoptdticos por 10 dias usando animales transgénicos ced-1::gfp observados bajo
el microscopio de epifluorescencia en condiciones control y durante la ARD. Los animales fueron
seleccionados, anestesiados, montados en colchones de agarosa y observados bajo el microscopio de
epifluorescencia. P < 0.05, ** P < 0.01, n.s. no significativo.
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Es de Ilamar la atencion que durante el ayuno prolongado el nimero de células
germinales en apoptosis permanece constante, aun cuando la proliferacion en las células
germinales se detuvo a los 30 min de ayuno, como reportan otros autores (Seidel y Kimble,
2015). Por consiguiente, nos parecié importante determinar qué proporcion de células
germinales son eliminadas por apoptosis durante el ayuno, con respecto al total de células
que permanecen en cada brazo de la gonada. Para determinar el numero de células
germinales, se tifieron gdnadas en condiciones control y ayuno con 4°, 6’ —diamino-2-
fenilindol (DAPI) y las cuantificamos por medio de microscopia de epifluorescencia.
Encontramos que en condiciones control, el nimero de células por brazo de la génada
incrementa gradualmente con la edad hasta el dia 4 post-L4 intermedio, posteriormente,
este nimero se mantiene sin cambios (534.2 células germinales por brazo de la gonada)
(Fig. 22; Tabla 5). Durante el ayuno prolongado, el numero de células germinales
disminuy6 gradualmente hasta llegar a un nimero minimo de 38.1 células germinales por
brazo de la génada en el dia 6 post-L4 intermedio y permaneci6 practicamente sin cambios
por el resto del experimento (Fig. 22; Tabla 5).
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Figura 22. El nimero de células germinales disminuye durante la ARD. Cuantificacion
de las células germinales en cada brazo de la gonada durante 10 dias de animales control
(linea negra) y durante la ARD. Los animales de cada condicion fueron seleccionados,
disecados, sus génadas fueron fijadas y tefiidas usando DAPI para cuantificar las células
germinales presentes en cada brazo de la gonada bajo el microscopio de epifluorescencia.
Se muestra el promedio células germinales por brazo de la génada (+SEM).
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Tabla 5. Cuantificacion de células germinales por brazo de la gébnada en

condiciones control y durante la ARD.

ced-1::gfp

Dias post

L4 int Control N  Ayuno N
0 1722 + 457 45 1722 £+ 457 45
1 359.6 + 21.88 15 1384 + 4.72 42
2 406.1 £ 21.23 15 89.4 + 3.04 30
3 487.3 £+ 20.82 17 56.0 + 1.83 31
4 506.8 + 10.94 15 484 = 3.02 27
5 505.1 £+ 19.53 18 436 = 1.37 35
6 521.3 + 14.82 18 372 £ 1.18 30
7 509.6 + 11.76 16 378 =+ 0.75 24
8 5459 + 13.44 17 378 + 1.04 38
9 5486 + 8.19 17 384 + 1.19 34
10 5747 + 6.56 15 384 £ 1.19 38

Las gonadas de animales en condiciones control y ARD fueron disecadas, tefiidas y se
cuantificaron las células germinales por brazo de la goénada en el microscopio de
epifluorescencia.

Posteriormente, establecimos la relacion que existe entre las células eliminadas por
apoptosis con respecto al total de células germinales que hay en cada brazo de la génada en
condiciones control y durante la diapausa reproductiva del adulto. Encontramos que en
condiciones control, aproximadamente el 1.91% de las células presentes en la gonada estan
siendo eliminadas por apoptosis en cada dia analizado. Sin embargo, durante la ARD este
nimero es mucho mayor, esto es aproximadamente 9.27% de las células germinales se
encuentran siendo eliminadas por apoptosis (Fig. 23). Estos datos demuestran que la
apoptosis de las células germinales aumenta hasta 4.8 veces durante la respuesta de la

gonada al ayuno y continua bajo estas condiciones.

78



20 4 —@— Control
—&— Ayuno

% cuerpos apoptéticos: células germinales
/brazo de la génada
®

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias post L4 int

Figura 23. El niUmero de cuerpos apoptdéticos es mayor durante el ayuno. Se calcul6 la
proporcion de células germinales eliminadas por apoptosis en condiciones control con
comida y durante la ARD. La grafica muestra el porcentaje de cuerpos apoptéticos
observado en los animales ced-1::gfp usando los datos obtenidos a partir de la
cuantificacion de cuerpos apoptéticos y el total de células germinales por brazo de la
gonada en condiciones control con comida (linea negra) y en la ARD (linea gris).

Para probar si el aumento que observamos en el nimero de cuerpos apoptoticos
durante la ARD se debia a que el proceso de eliminacion de cuerpos apoptéticos es mas
lento durante el ayuno prolongado, cuantificamos el tiempo que tarda un cuerpo apoptotico
en ser degradado en animales expuestos de 1 a 5 dias en ayuno usando microscopia en un
lapso de tiempo. Observamos que el tiempo de degradacion de los cuerpos apoptoticos en
condiciones control es de aprox. 58 minutos. Estos resultados son similares a los publicados
por otros autores que reportan 1 h como el tiempo que tarda la de degradacion de los
cuerpos apoptoticos en condiciones control [28]. En cambio, durante la ARD encontramos
que el tiempo de degradacion de los cuerpos apoptéticos no se incrementa durante los
primeros 5 dias en la ARD, y es similar a las condiciones control 58 minutos) (Fig. 24;
Tabla 6). Nuestros resultados demuestran que el proceso de degradacion de cuerpos
apoptoticos permanece activo al menos durante 5 dias en la ARD.
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Figura 24. La degradacion de los cuerpos apoptoticos ocurre de manera normal
durante el ayuno prolongado. El tiempo de degradacion de los cuerpos apoptoticos fue
medido empleando una técnica de inmovilizacién sin anestésicos en poblaciones de
animales silvestres a partir del dia 1 post L4 intermedio hasta el dia 5, en condiciones
control con comida (barras negras) y durante la ARD (barras rojas). Los animales de ambas
condiciones fueron seleccionados individualmente y colocados sobre colchones de agarosa
10% en suspension de esferas de poliestireno para inmovilizarlo. Se observd la génada de
los animales bajo el microscopio Nomarski a 63X. Una vez localizado un cuerpo apoptotico
se tomaron fotografias cada 10 minutos hasta que el cuerpo apoptético se degrado
completamente. Se muestra el promedio del tiempo de degradacion (+SEM) en minutos.
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Tabla 6. Degradacion de cuerpos apoptoticos en condiciones control y durante

la ARD.
N2

Dias post L4 int ~ Control N  Ayuno N
0 No cuerpos apoptoticos 25  No cuerpos apoptdticos 25
1 60.7 + 1.51 9 546 + 147 * 9
2 574 + 1.89 9 58.7 + 174 ns. 9
3 57.3 + 2.63 9 529 + 161 * 9
4 59.4 + 1.74 8 556 + 215 ns. 8
5 599 + 1.97 8 520 + 250 * 8

Los animales de ambas condiciones se seleccionaron diariamente durante 5 dias a partir de la etapa
L4 intermedio. Los animales se inmovilizaron en una suspension de perlas de poliestireno sobre
colchones de agarosa al 10%. Se observé la formacion y degradacién de un cuerpo apoptético en un
brazo de la gonada de manera individual y se report6 el tiempo de degradacion en minutos. Se
empled la prueba de Holm-Sidak para comparar los grupos. * P < 0.05, n.s. = no significativa.



9.4.1 La proteina homdloga del retinoblastoma LIN-35 regula parcialmente la

apoptosis que se induce durante el ayuno prolongado.

La apoptosis de las células germinales puede ser inducida por el dafio al ADN o
defectos en la meiosis a través de CEP-1, el homdlogo de p53 en C. elegans. Los animales
mutantes cep-1 no inducen apoptosis de las células germinales después de presentarse
dafos en el ADN o defectos en la meiosis [37, 49, 72, 73]. Para probar si el incremento en
la apoptosis durante el ayuno prolongado es regulado por dafio al ADN o defectos en la
meiosis, cuantificamos los cuerpos apoptéticos por brazo de la génada en un fondo mutante
cep-1/p53. Para ello, sometimos animales L4 intermedio ced-1::gfp y cep-1(gk138);ced-
1::9fp a la ARD por 5 dias, cuantificamos los cuerpos apoptéticos por cada brazo de la
gonada y los comparamos con sus respectivos controles. Encontramos que los animales
ced-1::gfp y cep-1(gk138);ced-1::gfp presentan niveles de apoptosis similares en ambas
condiciones (Fig. 25A).

Posteriormente, cuantificamos el total de células presentes en cada brazo de la
gonada por 5 dias en ambas condiciones por medio de una tincion DAPI. Encontramos que
los animales ced-1::gfp y cep-1(gk138);ced-1::gfp presentan una disminucion en el nimero
de células durante la ARD de manera similar a la del control (Fig. 25B).

Finalmente, decidimos calcular la proporcién de células germinales eliminadas por
apoptosis en cada brazo de la gonada durante la ARD. Encontramos que la proporcion de
células germinales eliminadas por apoptosis fue similar en los dos fondos genéticos en
ambas condiciones (Fig. 25C), sugiriendo que el aumento en los niveles de apoptosis

observados durante la ARD no es a consecuencia de dafio al ADN o defectos en la meiosis.
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Figura 25. ElI aumento en la
apoptosis durante el ayuno es
independiente de cep-1/p53. (A)
Animales cep-1(gk38);ced-1::gfp
y ced-1::gfp fueron usados para
cuantificar los cuerpos apoptéticos
en cada brazo de la goOnada
durante 5 dias en condiciones
control (lineas solidas) y durante
la ARD (lineas punteadas). Se
muestra el promedio de cuerpos
apoptoticos por brazo de la
gonada con el SEM. (B) Se uso
una tincion DAPI para cuantificar
las células germinales presentes en
cada brazo de la gbénada en

condiciones control (lineas
solidas) y durante la ARD (lineas
Se

promedio de células germinales

punteadas). muestra el
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En un trabajo previo del laboratorio, se encontrd6 que el homdlogo del
retinoblastoma lin-35/Rb es esencial para inducir la apoptosis de las células germinales
durante el ayuno [50]. Por esta razon nos preguntamos si el aumento en la apoptosis durante
la ARD dependia de este gen. Para contestar esta pregunta, sometimos a animales ced-
1::gfp (control) y lin-35(n745);ced-1::gfp a 5 dias en la ARD. Los animales lin-
35(n745);ced-1::gfp mostraron niveles menores de apoptosis en la gonada que los animales
ced-1::gfp en condiciones control, como ya habia sido reportado por otros autores [72].
Después de 24 h de ayuno, los animales lin-35(n745);ced-1::gfp no aumentan los niveles de
apoptosis tal y como se report6 previamente en el laboratorio ([50] y Fig. 26A). Calculamos
la proporcién de células germinales eliminadas por apoptosis con respecto a las células
germinales totales como lo hicimos previamente (Figs. 23 y 25C) y observamos que en
condiciones control con comida la apoptosis de los animales mutantes lin-35(n745);ced-
1::gfp es menor que la de los animales ced-1::gfp. Durante la ARD, la apoptosis aumenta
parcialmente, sin embargo nunca alcanza los niveles de los animales ced-1::gfp. Estos
resultados sugieren que lin-35/Rb regula parcialmente la apoptosis inducida durante la

ARD pero existe otro componente que contribuye al ligero incremento observado.
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9.5 Mecanismo molecular que regula la respuesta ovogénica de la gonada al

ayuno

En un intento para elucidar el mecanismo molecular que regula la reduccion de la
gonada durante la diapausa reproductiva del adulto, expusimos animales mutantes de
diferentes fondos genéticos a 5 dias de ayuno a partir de la etapa L4 intermedia y
observamos si son capaces de reducir el tamafio de su gonada. Posteriormente, estos
animales fueron re-alimentamos por 3 dias y observamos su capacidad para de regenerar su
gonada. Elegimos genes candidatos basandonos en el papel que desempefian en la respuesta
al estrés, en la proliferacion de las células germinales y en otras etapas alternas al desarrollo
como la diapausa Dauer, el arresto en L1 y la diapausa reproductiva del adulto. Probamos
el factor nuclear nhr-49 responsable de la entrada a la ARD vy la regeneracion de la gbnada

durante la re-alimentacion [42].

Probamos el ortélogo de C. elegans del retinoblastoma lin-35/Rb debido a que es
esencial para la induccién de apoptosis en las células germinales durante las primeras 6 h
de ayuno [50] y parcialmente requerido para inducir la apoptosis en la ARD (este trabajo).
Probamos el factor transcripcional daf-16/FoxO por su papel en la regulacion de la
diapausa dauer [74, 75]. Los factores transcripcionales skn-1/NrF y pha-4/FoxA por su
implicacion en la restriccion calorica y la respuesta a otros tipos de estrés [76]. El ortélogo
de Argonauta alg-1 por su papel en la regulacion de la via de los ARNmi y la proliferacion
de las células germinales [60]. La proteina cinasa ribosomal putativa rsks-1 debido a que ha
sido descrita como una proteina de resistencia al ayuno y que, junto con ife-1/elF4E, regula
la progresion del ciclo celular de la linea germinal durante el desarrollo [77, 78]. gla-3, un
gen que codifica para una proteina que contiene un dedo de zinc parecida a TIS11 y al ser
mutada ocasiona un aumento en la apoptosis de las celulas germinales [79]. Finalmente,
probamos el ortélogo en C. elegans p53 cep-1, cuya funcion se requiere para la respuesta a
dafio al ADN [80]. Ninguno de los genes probados se requiere para reducir el tamafio de la

gonada durante el ayuno o regenerarla después de reestablecer las condiciones (Tabla 7).
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Tabla 7. La respuesta ovogénica de la génada al ayuno en diferentes fondos genéticos.

Orto6logo de
Genotipo Funcién relevante Referencias humano Respuesta al ayuno Recuperacion
Gonada

N2 Control [42, 43] - Golnada reducida  regenerada
La Unica caspasa Isoforma 1 Gonada

ced-3(n1286) efectora [42, 81] Caspasa-2  Gonada reducida  regenerada

No requerido No requerido

La Unica caspasa Isoforma 1

ced-3(n717) efectora [42, 81] Caspasa-2  No requerido No requerido
La Unica caspasa Isoforma 1

ced-3(0k2734)  efectora Caspasa-2  No requerido No requerido

nhr-49(nr2041) Regula la ARD [39] HNF-4a No requerido No requerido
Apoptosis inducida por

lin-35(n745) ayuno. [50] Rb No requerido No requerido
Regula la diapausa

daf-16(mgDf50) Dauer [74] FoxO No requerido No requerido
Restriccion calorica y
respuesta a otros

skn-1(zu135) estreses [76] Nrf No requerido No requerido
Restriccion calorica 'y
respuesta a otros

pha-4(zu225) estreses [76] FoxA No requerido No requerido
Via de los ARNmi y

alg-1(gk214) proliferacion celular [60] Argonauta  No requerido No requerido

Proteina

Incrementa la ribosomal

rsks-1(ok1255)  resistencia al ayuno [77] S6K No requerido No requerido
Regula el nimero de
células progenitoras

ife-1(bn127) germinales [78] elF4e No requerido No requerido
Aumenta la apoptosis
de las células

gla-3(0p212) germinales [79] - No requerido No requerido

cep- Regula la apoptosis

1(gk138);ced- inducida por dafio al

1::0fp ADN [58] p53 No requerido No requerido.

Animales hermafroditas de los diferentes fondos genéticos fueron seleccionados en la etapa L4 intermedio,
ayunados por 5 dias y observados diariamente en el microscopio Nomarski para comparar el tamafio de su
go6nada con la respuesta ovogeénica de la génada al ayuno de los animales silvestres como control. Al quinto dia,
los animales fueron re-alimentados por 3 dias y observados diariamente en el microscopio Nomarski para

determinar la regeneracion de su génada con respecto a la de los animales silvestres como control.

87



9.5.1 Los animales deficientes de daf-2 reducen el tamafio de su génada aun en

presencia de alimento

La via de sefializacion de la insulina/receptor de la insulina (I1S, por sus siglas en
inglés) se ha descrito como un vinculo entre la disponibilidad de nutrientes y la
homeostasis en diversos organismos, desde nematodos hasta humanos [53]. Esta via de
sefializacion se mantiene activa por medio de la interaccion entre moléculas de tipo insulina
y su receptor. En C. elegans existen mas de 40 péptidos relacionados a la insulina que se
unen al receptor de insulina DAF-2/IR, alguno de ellos regulan negativamente al factor de
transcripcion DAF-16/FoxO [82, 83]. Por lo tanto, la inactivacion del receptor de insulina
promueven la transcripcion de genes blanco mediante la activacion de DAF-16 para
contender con la falta de nutrientes y otros tipos de estrés [53]. Esta via de sefializacion
también regula la entrada a la diapausa dauer, que ocurre entre las etapas larvarias L1-L2 en

respuesta a diferentes sefiales, entre ellas la falta de alimento [84].

Para probar el papel de daf-2 en la respuesta de la génada durante la diapausa
reproductiva del adulto usamos la mutante termosensible daf-2(e1370) [85]. Poblaciones
sincronizadas de animales silvestres 0 mutantes daf-2(e1370) fueron crecidas en cajas con
comida e incubadas a la temperatura permisiva (15°C) hasta alcanzar la etapa L4
intermedio (Fig. 27A y D, respectivamente), después fueron incubadas a la temperatura
restrictiva (25°C) y ayunados por 5 dias (Fig. 27B y E). Encontramos que los animales
mutantes daf-2(e1370) incubados en la temperatura restrictiva y ayunados por 5 dias
encogieron el tamafio de su génada de manera similar a los animales silvestres (Fig. 27E)

sugiriendo que daf-2 no se requiere durante la respuesta de la génada al ayuno.
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L4 intermedio ARD, dia 5 Control, dia 5

N2

daf-2(e1370)

daf-16(m26),
daf-2(e1370)

_ 15°C _ 25°C 25°C
Figura 27. Los animales mutantes daf-2(e1370) reducen el tamafio de su génada aun

en presencia de alimento a través de DAF-16/FoxO. Se muestran imagenes
representativas de animales silvestres, daf-2(e1370) y daf-16(m26);daf-2(e1370) en etapa
L4 intermedia crecidos en presencia de alimento a 15°C (A, D y G, respectivamente). Las
animales silvestres y daf-2(e1370) en la etapa L4 intermedia fueron ayunados por 5 dias a
25°C (B y E, respectivamente). Animales silvestres, daf-2(e1370) y daf-16(m26);daf-
2(e1370) fueron crecidos desde que eclosionaron hasta la etapa L4 intermedia en presencia
de alimento, posteriormente fueron incubados a 25°C por 5 dias en presencia de alimento
(C, F y H, respectivamente). En todas las imagenes se muestra delineado un brazo de la
gonada; la gbnada distal se indica con un asterisco (*), la flecha indica la génada proximal.
Barra de escala = 20um.
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De manera inesperada, observamos que en presencia de alimento los animales
mutantes daf-2 incubados en la temperatura restrictiva reducen su génada (Fig. 27F). Para
corroborar la reduccién en el tamafio de la gonada, se cuantificaron las células germinales
por brazo de la gonada en la las cepas daf-2(e1370) y silvestres tefiidas con DAPI en
condiciones de alimento abundante, iniciando desde la etapa L4 intermedio y 5 dias
después de la inactivacion de la via de la 1IS. Encontramos que los animales silvestres
incrementan el ndmero de células de 140.6 £ 1.2 en la etapa L4 intermedio a 380 £ 3.4 5
dias post L4 int. Los animales mutantes daf-2(e1370) no aumentaron el tamafio de su
gonada, el nimero de células germinales por brazo de la gbnada se redujo de 137.6 + 1.0 a
77.2 £ 1.5 5 dias post L4 intermedio (Fig. 27F, Tabla 8).

Tabla 8. Cuantificacion de las células germinales por brazo de la génada en distintos fondos genéticos

en condiciones control con comida.
5 Dias post L4 int

L4 int N 15°C N 25°C N
N2 1406 + 1.2 37 339.0 £ 2.0 35 3808 = 34 20
daf-2(e1370) 1376 £+ 1.0 42 337.0 £ 14 44 772 £ 15 41

daf-16(m26);daf-2(e1370) 136.4 + 0.7 43 3423 + 1.7 43 3822 + 25 22

Las gonadas de los animales fueron disecadas, tefiidas y se cuantificaron las células germinales presentes en
cada brazo de la génada bajo el microscopio de epifluorescencia. Los animales fueron crecidos en cajas con
comida desde L1 hasta L4 intermedio a 15°C y posteriormente incubados en comida a 15°C o 25°C por 5

dias. Los animales fueron seleccionados y disecados. Las génadas disecadas fueron tefiidas usando DAPI y
se cuantificaron las células germinales por cada brazo de la génada bajo el microscopio de epifluorescencia.

El factor de transcripcion daf-16/FoxO se activa cuando se elimina a daf-2 lo que
provoca cambios en la expresion de un sinnimero de genes, algunos de ellos implicados en
la regulacion del metabolismo y la respuesta al estrés [86-88]. Como se describid
anteriormente, daf-16 no es necesario durante la respuesta ovogénica la gonada durante el
ayuno, sin embargo, decidimos probar si la reduccion de la gonada al inactivar daf-2 en

presencia de comida sefaliza a través de daf-16. Para probarlo, crecimos animales dobles
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mutantes daf-16(m26);daf-2(e1370) desde que eclosionaron hasta la etapa L4 intermedio en
cajas con comida, incubados en la temperatura permisiva (15°C) y posteriormente se
incubaron presencia de alimento en la temperatura restrictiva por 5 dias (Fig. 27G y H).
Observamos que los animales mutantes daf-2 no reducen el tamafio de la gonada en
presencia de alimento cuando daf-16 no estd presente. Cuantificamos por medio de una
tincién DAPI las células germinales por brazo de la génada los animales dobles mutantes
daf-16(m26);daf-2(e1370) y encontramos que el ndmero de celulas germinales se
incremento de 136.4 + 0.7 en la etapa L4 intermedio a 382.2 + 2.5 5 dias despueés de la
inactivacion de la via de la insulina en presencia de alimento, de manera similar a los

animales silvestres (Fig. 28 y Tabla 8).
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Figura 28. Los animales mutantes daf-2(e1370) reducen el namero de células
germinales aun en presencia de alimento a través de DAF-16/FoxO. Cuantificacion de
las células germinales por brazo de la gonada en animales de los fondos mutantes
mencionados. Los animales fueron crecidos a la temperatura permisiva hasta la etapa L4

intermedia, posteriormente transferidos a la temperatura restrictiva por 5 dias en presencia
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de alimento. Los animales fueron seleccionados en la etapa L4 intermedia (barras negras) y
5 dias después de inactivar la via de la 1IS (barras grises) y disecados, sus gdnadas fueron
tefiidas con DAPI y se cuantificaron las células germinales bajo el microscopio de

epifluorescencia. Se muestra el promedio de células germinales con el SEM.

9.5.2 Algunas mutaciones en el receptor de insulina promueven la reduccién de

la gbnada en presencia de alimento

Existe una gran variedad de alelos diferentes que modifican al locus que codifica
para el receptor de insulina de C. elegans y afectan su funcion a distintos niveles [89]. daf-2
se localiza en el cromosoma |11y codifica 9 isoformas del receptor de insulina, el cual al ser
traducido forma homodimeros transmembranales. En la region N-terminal posee un péptido
sefial que es eliminado durante el procesamiento del pro-receptor. Tiene dos regiones ricas
en leucina (L1 y 2), una regién rica en cisteinas (CR), dos subunidades tipo Il de
fibronectina (Fnlll1 y 2), la regién transmembranal, un dominio tirosin-cinasa y unos sitios
de unién SH2 [89]. Algunos de los fenotipos de las diferentes mutaciones es la entrada
constitutiva a la diapausa dauer (Daf-c) y la extension en la esperanza de vida (Age), estos
efectos varian en su intensidad y son especificos para cada alelo, lo que ha llevado a la
clasificacion de los alelos en dos grupos dependiendo de su interaccion epistatica con el
receptor nuclear de hormonas, daf-12; aquellos alelos en los que se suprimen los fenotipos
Daf-c y Age por la falta de daf-12 pertenecen a la clase I. Los alelos clase Il, no son
suprimidos por la falta de daf-12 y son mas pleiotrdpicos [90].

Para profundizar en el estudio de la inactivacion de la via de la insulina y saber qué
dominios en el receptor de insulina se requieren para reducir el tamafio de la génada en
presencia de alimento, determinamos el efecto que tiene la inactivacion de daf-2 a partir de
la etapa L4 intermedio por 5 dias en presencia de alimento usando 7 alelos que presentan
sustituciones de nucledtidos en el locus del gen daf-2 y causan cambios en diferentes
regiones de la proteina de manera sensible a la temperatura; 5 alelos clase | daf-2(m212),
(m41), (m596), (m577) y (e1371) y 2 pertenecientes a la clase 1l (e1391) y (e979). Todos
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los alelos probados exhiben una disminucion en la funcion del receptor de insulina y han
sido descritos, mapeados Yy estudiados a detalle extensivamente por otros autores [89] (Fig.
29).

daf-2 daf-2
(m596) (el371)
daf-2
(m4l1) l

daf-2 daf-2 daf-2 daf-2

(e979) (m212) (m577) (el391)
Figura 29. Posicion de las mutaciones que afectan a la proteina DAF-2 empleadas en
el presente trabajo. Se muestran los alelos empleados en el presente trabajo y las regiones
en el receptor de insulina, DAF-2. Se muestra una proteina del homodimero que conforma
al receptor de insulina en C. elegans, de derecha a izquierda el extremo N-terminal y C-
terminal, respectivamente. En verde se muestran las regiones ricas en lisina (L1 y L2), la
region rica en cisteinas (CR), en magenta los dominios tipo Il de fibronectina, en amarillo
el dominio transmembranal, en azul marino el dominio tirosin-cinasa y finalmente los sitios
de union SH2. En el esquema las flechas indican la posicion aproximada de las mutaciones

en cada alelo. Imagen modificada de [89].

Al someter a los animales mutantes daf-2 de siete alelos distintos y comparar su
respuesta con la del el alelo daf-2(e1370) obtuvimos resultados variables, los alelos m212,
m577, €1391 y €979 respondieron de manera equivalente al alelo daf-2(e1370), reduciendo
el tamafio de su gonada al inactivar la via de la insulina a partir de L4 intermedio aun en
presencia de alimento (Fig. 31). El alelo daf-2(m212) presenta una sustitucion en el codén
TGT-TAT que resulta en un cambio C883Y en el dominio FnllI2ID. El alelo daf-2(m577)
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presenta una sustitucion en el codon TGC-TAC que resulta en un cambio C1045Y también
en el dominio FnllI2P. El alelo daf-2(e1391) presenta una sustituciéon en el codén CCC-
CTC que resulta en un cambio P1434L en el dominio tirosin-cinasa, en una region de la
proteina cercana a la mutacion del alelo daf-2(e1370). Finalmente, El alelo daf-2(e979)
presenta una sustitucion en el codon TGC-TAC que resulta en un cambio C146Y en el
dominio L1 (Fig. 30). Estos resultados sugieren que algunas mutaciones en estos dominios
(Fnlll2, L1 y tirosin-cinasa) promueven la reduccién de la gonada en presencia de

alimento.
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daf-2(e1391) daf-2(m577) daf-2(m212)

daf-2(e979)

N2

L4 intermedio

Control, dia 5

15°C

25°C

Figura 30. Mutaciones en los
dominios L1, Fnlll2 vy
tirosin-cinasa promueven la
reduccion de la génada en
presencia de alimento. Se
muestran imagenes
representativas de animales
mutantes daf-2 de diferentes
alelos (m212, m577, e1391 y
€979) y animales silvestres
como control, los cuales
fueron crecidos en cajas con
comida desde que
eclosionaron hasta la etapa L4
intermedia incubados a 15°C.
Posteriormente incubados en
presencia de alimento a 25°C
por 5 dias. Iméagenes
Nomarski donde deline6 el
contorno de un brazo de la
gonada, el asterisco (*) indica
la gonada distal, la flecha

indica la gonada proximal.
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Adicionalmente, los alelos m41, m596 y e1371 no respondieron como el alelo daf-2
(e1370) descrito anteriormente, es decir, el tamafio de su gonada permanecié sin
alteraciones en su tamafio (Fig. 32). El alelo daf-2(m41) presenta una sustitucion en el
coddén CGA-GAA que resulta en un cambio G383E en la region CR del receptor de
insulina. El alelo daf-2(m596) presenta una sustitucion en el codén GGC-AGC que resulta
en un cambio G547S en la region L2. Finalmente, el alelo daf-2(e1371) presenta una
sustitucién en el codon GGA-GAA que resulta en un cambio G803E en el dominio FnllI2a
(Fig. 31). Estos resultados indican que las alteraciones en esas regiones del receptor de

insulina no promueven la reduccién de la gonada en presencia de alimento.
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daf-2(m41)

daf-2(e1371)

N2

daf-2(m596)

L4 intermedio

Control, dia 5

15°C

Figura 31. Mutaciones en los
dominios L2, CR y una seccion
del Fnlll2 no promueven la
reduccion de la gbénada en
presencia de alimento. Se
muestran imagenes representativas
de animales mutantes daf-2 de
diferentes alelos (m41, m596 y
e1371) y animales silvestres como
control, los cuales fueron crecidos
en cajas con comida desde que
eclosionaron hasta la etapa L4
intermedia incubados a 15°C.
Posteriormente  incubados  en
presencia de alimento a 25°C por 5
dias. Imégenes Nomarski donde
delined el contorno de un brazo de
la génada, el asterisco (*) indica la
gonada distal, la flecha indica la

gonada proximal.
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9.5.3 La via de la insulina regula algunos fenémenos durante la respuesta de la

gonada al ayuno

La diapausa reproductiva del adulto se caracteriza por la reduccion en la fertilidad
causada por la respuesta ovogénica de la génada al ayuno, caracterizada por la detencién de
la proliferacion de las células en mitosis, la desaceleracion de la progresion de la meiosis,
un aumento en la apoptosis de las células germinales, la produccién de un Unico ovocito a
la vez por cada brazo de la gonada y la disminucion en la tasa de ovulacién, que ocasionan

la reduccion reversible del tamafio de la gonada ([25, 42-44, 71] y este trabajo).

Para probar si la inactivacion de la via de la insulina podria mimetizar la respuesta
de la génada al ayuno en presencia de alimento llevamos a cabo una serie de experimentos
complementarios. Nos preguntamos si la inactivacion de la via de la insulina en presencia
de alimento ocasiona la produccion de un unico ovocito a la vez. Para ello, observamos las
gonadas de los animales daf-2(e1370) a los cuales se les inactivo la via de la insulina en
presencia de alimento desde L4 intermedio. Encontramos que estos animales no mostraban

este fenotipo (Fig. 27F).

Ademas, determinamos la tasa de ovulacion en animales silvestres, mutantes daf-
2(e1370) y daf-16(m26);daf-2(e1370) adultos de 1 dia que crecieron 15°C y posteriormente
incubados a 25°C en presencia de alimento. Encontramos que los animales silvestres
ovulan aprox. 2.5-veces mas si se transfieren a 25°C que los animales silvestres mantenidos
a 15°C (N=30) (Fig. 32). Por el contrario, los animales mutantes daf-2(e1370) no
incrementan su tasa de ovulacion cuando son transferidos a 25°C (N=33). Finalmente, los
animales dobles mutantes en daf-16(m26);daf-2(e1370) tampoco presentan un incremento
en la tasa de ovulacion (N=33) (Fig. 29). Con estos resultados podemos concluir que
aunque DAF-2 podria participar en la respuesta de la génada al ayuno podria no ser la Gnica

sefial que participa en este fenomeno. Otra posible explicacion es que debido a los
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fenotipos pleiotropicos que origina la mutacion en daf-2 resulte dificil el estudio de su
papel en la respuesta de la génada al ayuno en este fondo genético.
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Figura 32. La tasa de ovulacion disminuye al inactivar la via de la insulina. Se
determind la tasa de ovulacion por cada brazo de la génada por h en animales silvestres,
daf-2(e1370) y daf-16(m26);daf-2(e1370) adultos de un dia. Los animales fueron crecidos a
15°C desde L1 hasta L4 intermedio, posteriormente fueron mantenidos por 24 h a esa 15°C
0 a 25°C. Los animales fueron seleccionados individualmente y se cuantificaron los
embriones dentro del Utero, colocados en una caja con comida por 4 h y finalmente se
cuantificaron loas embriones depositados en la caja y los presentes dentro del Utero. La tasa
de ovulacion se calcul6 como sigue: (nimero final de embriones - namero inicial) / (2
gonadas * 4 h). La grafica muestra el promedio de ovulaciones por brazo de la génada por h
(xSEM). Las diferencias fueron comparadas por medio de un ANOVA rangos y la prueba
de Dunn. * = P < 0.05.
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9.5.4 La inactivacion de la via de la insulina causa un incremento en la

apoptosis aun en presencia de alimento

Otro aspecto a evaluar para ver si la inactivacion de daf-2 promueve la respuesta de
la génada al ayuno en presencia de alimento fue evaluar los niveles de apoptosis de las
células germinales. Para ello, empleamos poblaciones sincronizadas de animales ced-1::gfp
y daf-2(e1370);ced-1::gfp crecidos en cajas con comida desde L1 hasta L4 intermedio a
15°C, posteriormente los animales se incubaron a 25°C para inactivar la via de la 11S en
cajas con alimento. Observamos a partir del dia 1 post L4 intermedio, los animales daf-
2(e1370);ced-1::gfp presentan niveles de apoptosis menores que los animales ced-1::gfp y

estos niveles son constantes durante todo el experimento (Fig. 33A).

Posteriormente, cuantificamos las células germinales por brazo de la gonada al
inactivar la via de la 11S. Empleamos animales ced-1::gfp y daf-2(e1370);ced-1::gfp y una
tincién DAPI para cuantificar sus células germinales. Encontramos que en los animales daf-
2(e1370);ced-1::gfp el nimero de células disminuy6 progresivamente hasta un minimo de
70 células (Fig. 33B). Al comparar la proporcion de células eliminadas por apoptosis con
respecto al total de células germinales por brazo de la gbnada encontramos que en los
animales daf-2(e1370);ced-1::gfp los niveles de apoptosis se encuentran incrementados
(Fig. 33C). Estos resultados indican que la inactivacion de la via de la IIS induce la

apoptosis de las células germinales en presencia de alimento.

A continuacion nos preguntamos si el factor transcripcional DAF-16/FoxO es
necesario para inducir la apoptosis de las células germinales al inactivar la via de la insulina
en presencia de alimento. Para ello, Empleamos animales ced-1::gfp y daf-2(e1370);ced-
1::gfp en los cuales se silencié daf-16 por medio de ARN interferente, daf-16(ARNiI).
Cuantificamos los niveles de apoptosis usando el microscopio de epifluorescencia y
encontramos que al silenciar daf-16(ARNi) en los animales ced-1::gfp y daf-2(e1370);ced-
1::gfp los niveles de apoptosis no presentan diferencias y aumentan conforme a la edad de

los animales (Fig. 33A).
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Al cuantificar las células germinales por brazo de la génada. Al silenciar daf-
16(ARNI) en los animales ced-1::gfp y daf-2(e1370);ced-1::gfp observamos que el nimero
de células germinales incrementa conforme a la edad de los animales (Fig. 33B). Cuando
calculamos la relacion de las células germinales eliminadas por apoptosis con respecto al
total de las células germinales en la gbnada al silenciar daf-16(ARNi) en los animales daf-
2(e1370);ced-1::gfp encontramos que los niveles de apoptosis no aumentan (Fig. 33C).
Estos resultados indican que el aumento en la apoptosis de las células germinales al

inactivar la via de la 11S en presencia de alimento es dependiente de daf-16/FoxO.
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Figura 33. La apoptosis de las
células germinales aumenta al
la via de IS en
de (A)
Animales daf-2(e1370);ced-1::gfp y
ced-1::gfp

inactivar la

presencia alimento.

fueron usados para
cuantificar los cuerpos apoptéticos
en cada brazo de la gonada durante
5 dias al inactivar la via de la I1S en
cajas de PV (lineas sdlidas) y daf-
16(ARNi) (lineas punteadas). Se
muestra el promedio de cuerpos
apoptéticos por brazo de la goénada
con el SEM. (B) Se us6 una tincion
DAPI para cuantificar las células
germinales presentes en cada brazo
de la gbnada al inactivar la via de la
I1S en cajas de PV (lineas sélidas) y
daf-16(ARNi) (lineas punteadas). Se
muestra el promedio de células
germinales por brazo de la gdénada
con el SEM. (C) Se calculd el
porcentaje de cuerpos apoptoticos
con respecto al total de células
germinales en cada brazo de la
gonada al inactivar la via de la 1IS
en cajas de PV (lineas solidas) y daf-

16(ARNI) (lineas punteadas).
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9.6 Existe una mayor incidencia de machos entre la progenie producida por
animales expuestos a la ARD

C. elegans puede encontrarse de manera natural como hermafroditas (XX) y machos
(XO). Los hermafroditas pueden reproducirse, ya sea por autofertilizacion o mediante
cruzas empleando el esperma de los machos. En condiciones normales de laboratorio las
poblaciones son casi exclusivamente de hermafroditas y los machos aparecen con una
frecuencia muy baja dentro de la poblacion (<0.5%), esto se debe a errores en la disyuncién
y la pérdida del cromosoma X [91]. Al realizar los experimentos con los animales
recuperados de la ARD observamos que habia machos dentro de la progenie por lo que
cuantificamos su incidencia. Encontramos que los animales silvestres recuperados de la
ARD exhiben 3 veces mas machos que sus controles (Tabla 1) (Fig. 34). Este resultado nos

indica que la ARD causa defectos en la segregacion de los cromosomas sexuales.

1.0 4
0.8
06 +

04 +

Incidencia de machos (%)
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00 === ' e
N2 Control N2 Recuperados

Figura 34. Los animales recuperados de la ARD presentan una mayor incidencia de
machos. La grafica muestra el porcentaje de machos dentro de la progenie producida por
animales silvestres en condiciones control y animales recuperados de la ARD. Se muestra
el promedio (xSEM) del porcentaje de machos producido por cada animal. Los datos se
analizaron empleando la prueba de Mann-Whitney (P=0.019).
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Debido a que la aparicién de machos dentro de la progenie puede ser causada por
errores en la segregacion de los cromosomas sexuales durante la meiosis de las células
germinales, nos propusimos estudiar si los defectos que causan la aparicion de machos
ocurren en las células germinales femeninas. Para ello, empleamos animales mutantes tra-
2(q276), los cuales son genéticamente XX pero producen machos (XX) funcionales y
capaces de fertilizar ovocitos [92]. En otras palabras, si ocurren defectos en la segregacion
de los cromosomas en los animales fog-2(q71) que pasaron por la ARD, éstos produciran
ovocitos (X) y (O), los cuales al ser fertilizados con esperma proveniente de los machos
tra-2(q256) (X), pondrian en evidencia los defectos en la segregacion de los cromosomas
en los ovocitos al producir machos (XO). Al comparar la incidencia de machos al cruzar
individualmente animales fog-2(q71) recuperados de la ARD y animales fog-2(q71) en
condiciones control con machos tra-2(q276) bien alimentados. Encontramos que los
animales recuperados producen ~2.6 veces mas machos que sus controles, sin embargo esta
diferencia no es significativa (Fig. 35). Estos resultados sugieren que la aparicion de
machos dentro de la progenie de los animales recuperados de la ARD se debe a defectos en

los espermatozoides que han sido expuestos al ayuno prolongado.
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Figura 35. El esperma expuesto contribuye a la aparicion de machos dentro de la
poblacion de animales recuperados de la ARD. La grafica muestra el porcentaje de
machos dentro de la progenie producida por animales fog-2(q71) en condiciones control y
recuperados de la ARD. Para los animales control, los animales fog-2(q71) fueron
seleccionados en la etapa L4 intermedia y cruzados por 24 h en presencia de 4 machos tra-
2(q276) que nunca fueron ayunados, posteriormente los animales fog-2(q71) fueron
transferidos a cajas frescas con comida diariamente hasta que dejaran de depositar
embriones. Para los animales recuperados, se seleccionaron animales fog-2(q71) en la etapa
L4 intermedia, se ayunaron por 5 dias y se recuperaron en cajas con comida durante 24 h.
Posteriormente fueron cruzados por 24 h en presencia de 4 machos tra-2(q276) que nunca
fueron ayunados, transferidos a cajas frescas con comida diariamente hasta que dejaran de
depositar embriones. Se muestra el promedio (:tSEM) del porcentaje de machos producido
por cada animal. Los datos se analizaron empleando la prueba de Mann-Whitney, n.s. = no

hay diferencia significativa (P = 0.058).
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9.7 La diapausa reproductiva del adulto no protege a los animales de otros
tipos de estrés

Durante la diapausa Dauer, los animales se vuelven mas resistentes a diferentes
tipos de estrés, i.e. oxidativo, choque de calor [93, 94]. Nos propusimos evaluar si los
animes en ARD presentan las mismas caracteristicas. Las larvas Dauer cambian la
composicion de su cuticula y sellan sus orificios, volviéndose impermeable a los
detergentes y la desecacion [39]. Probamos si los animales en la ARD son impermeables al
agente tensoactivo anionico, dodecilsulfato de sodio (SDS). Para ello, indujimos la entrada
en la ARD a una poblacion de animales por 5 dias, después los animales fueron tratados
con una solucion de SDS 1% por 20 minutos en placas sin comida (N= 55). Para los
controles, sometimos larvas L1-L2 daf-2(e1370) a la temperatura restrictiva para inducir la
entrada a la diapausa Dauer (N= 40) y empleamos animales silvestres adultos de 5 dias bien
alimentados (N= 40). Encontramos que los animales Dauer sobreviven al tratamiento con
SDS, sin embargo, los animales bien alimentados o los animales ARD no son sobreviven a
estas condiciones. Estos resultados demuestran que la ARD no confiere resistencia al SDS

como en la diapausa Dauer.

9.7.1 La ARD no confiere proteccién para sobrevivir durante el choque de

calor

Se sabe que los animales mutantes que carecen de las células germinales, pero no en
las células somaticas de la gonada, exhiben cambios a nivel transcripcional que les
permiten contender con el estrés [95]. Debido a que durante el ayuno prolongado ocurre
una pérdida progresiva de células germinales, nos preguntamos si la reduccién en el
namero de células germinales durante la respuesta ovogénica de la génada al ayuno tiene
un efecto en la resistencia de los animales al estrés. Inicialmente estudiamos algunos
cambios en la expresion de genes relacionados con la respuesta a otros tipos de estres;

choque de calor y oxidativo.
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Para saber si la reduccion en el nimero de células germinales durante la respuesta
ovogénica de la gonada al ayuno tiene un efecto en la resistencia de los animales al choque
de calor. Para responder a esta pregunta usamos animales transgénicos que expresan la
proteina verde fluorescente bajo el promotor de una chaperona que aumenta su expresion
durante el choque de calor, HSP-16.2. Este transgénico nos permite la visualizacion directa,
localizacion y cuantificacion de la proteina verde fluorescente bajo el promotor hsp-16.2 en
animales vivos cuando son sometidos a diferentes condiciones [96]. Determinamos el
patron de expresion de la proteina HSP-16.2::GFP durante los primeros 5 dias posteriores a
la etapa L4 intermedio (Fig. 36C y G), en condiciones control con comida y en ayuno a
20°C. Encontramos que en los animales control y los ayunados no existe una expresion
significativa de dicho reportero a lo largo del experimento y hasta 5 dias post-L4
intermedio en condiciones control (Fig. 36D) y en ARD (Fig. 36G). Estos resultados
sugieren que la ARD no induce la expresion de una proteina necesaria para contender con

el choque de calor.
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L4 intermedio 5 dias post-L4 intermedio

Control

ARD

Figura 36. La ARD no induce la expresion una respuesta de proteccion contra el
choque de calor. Animales transgénicos Phsp-162::gfp fueron sometidos a la ARD y
mantenidos en condiciones control por 5 dias. Se muestran imagenes representativas
Nomarski de animales en la etapa L4 intermedia (A y E) y 5 dias después en condiciones
control (B) y ARD (F). Imagenes representativas de epifluorescencia de los animales en la
etapa L4 intermedia (C y G) y 5 dias después en condiciones control (D) y ARD (H) Se

muestran delineado el contorno de los animales en microscopia 20x.

A continuacidn, nos preguntamos si los animales en ARD eran capaces de activar la
expresion de la chaperona necesaria para contender al choque de calor. Para probarlo,
sometimos a una poblacion de animales en ARD (Fig. 37B) a 31°C por 3 h. Encontramos

que el tratamiento de choque de calor induce la expresion del reportero Phsp-16.2::gfp en
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diversos tejidos como; el intestino, la faringe, entre otros (Fig. 37D). Estos resultados
indican que es posible inducir la respuesta al choque de calor, activando la expresion de la
proteina HSP-16.2::GFP durante la ARD.

DIC HSP-16.2::GFP

B

5 Dias post-L4 intermedio,
Control (20°C)

5 Dias post-L4 intermedio,
Choque de calor (35°C/3 h)

Figura 37. Los animales sometidos a la ARD pueden inducir una respuesta contra el
choque de calor. Animales de 5 dias en ARD fueron sometidos a un choque de calor de
31°C / 3 h. Se muestran imagenes representativas Nomarski de animales transgénicos Phsp-
16.2::9fp en ARD en la temperatura control 20°C (A) y al ser sometidos a un choque de
calor de 31°C/3 h (C). Iméagenes de epifluorescencia de los animales ARD a 20°C (B) y
después de un tratamiento de choque de calor (D). Se muestran delineado el contorno de los

animales en microscopia a 20x.
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Los animales expuestos a periodos breves de ayuno (STS, por sus siglas en inglés
short-term starvation, 48 o 60 h) son capaces de resistir al estrés sin modificar su ciclo
reproductivo, esta respuesta es de gran relevancia debido a que en la vida libre los animales
enfrentan estos periodos de ayuno de manera habitual. Estudios recientes han demostrado
que los animales ayunados brevemente desarrollan una respuesta que les confiere
proteccion a nivel celular contra al estrés [97, 98]. Nos preguntamos si los animales

expuestos al ayuno prolongado son mas resistentes al choque de calor.

Para probar la resistencia al choque de calor, determinamos la supervivencia de
animales L4 intermedio, es decir durante la entrada a la ARD y se compar6 con la de los
animales L4 intermedio bien alimentados como control. Los animales fueron expuestos a
un tratamiento térmico de 36°C durante 7 horas. Encontramos que la poblacion de animales
en condiciones control disminuye casi en un 50% a las 2 horas del tratamiento y en un
100% a las 6 horas (Fig. 38; linea negra). Los animales en condiciones de ayuno exhiben
mayor resistencia al tratamiento de choque de calor en cada punto analizado (Fig. 32; linea
gris). Estos resultados sugieren que la entrada a la ARD confiere resistencia al choque de

calor.

110



100 —

—&— Control TO
AyunoTO
80 —
2
)
= B li
(¥}
=
)
2
2 w0
=
7
20 —
"1
0 | | |
0 2 4 6 8

Tiempo (Horas)

Figura 38. La entrada en ARD promueve la resistencia al choque de calor. Curvas de
supervivencia de animales en la etapa L4 intermedia en condiciones control con comida
(linea negra, N= 180) y en la entrada a la ARD (linea gris, N=165) expuestos a un choque
de calor de 36°C por 7 horas. La grafica muestra el porcentaje de supervivencia en 3
experimentos independientes. Se compar0 la diferencia entre ambas curvas de

supervivencia empleando la prueba rango logaritmico (Kaplan-Meier) (P < 0.001).

A continuacion, nos preguntamos si los animales en ARD siguen siendo resistentes
al choque de calor. Para ello analizamos la supervivencia a un tratamiento térmico de 37°C
/ 7 h en animales que de 5 dias en ARD y se comparé con animales control de 5 dias bien
alimentados. Encontramos que los animales en ARD (Fig. 33, linea gris) sometidos al
choque de calor exhiben una menor resistencia en todos los puntos analizados (Fig. 39,
linea negra). Estos resultados sugieren que al transcurrir mas tiempo en ARD se pierde la

capacidad de los animales para contender al choque de calor.
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Figura 39. Los animales en ARD son mas susceptibles al choque de calor. Curvas de
supervivencia de animales silvestres de 5 dias post-L4 intermedio en condiciones control
con comida (linea negra, N=100) y en ayuno (linea gris, N=120) expuestos a un choque de
calor de 36°C por 7 horas. La grafica muestra el porcentaje de supervivencia en 3
experimentos independientes. Se compar0 la diferencia entre ambas curvas de

supervivencia empleando la prueba rango logaritmico (Kaplan-Meier) (P<0.001).

9.7.2 La ARD promueve la expresion de sod-3, un gen para contender contra
del estrés oxidativo

En condiciones control con comida, los animales expresan la proteina superéxido
dismutasa mitocondrial SOD-3::GFP de manera debil en la faringe y las células del
intestino. La expresion de SOD-3::GFP puede ser inducida por medio de diversas
intervenciones; al inactivar la via de la insulina y someter a los animales a 24 h de ayuno
[99]. Nos preguntamos si existen cambios en la expresion de SOD-3::GFP durante la
diapausa reproductiva del adulto. Para probarlo sometimos a la diapausa a animales
transgénicos que producen la proteina verde fluorescente unida a la proteina SOD-3 [100] y
comparamos diariamente por 5 dias su patron de expresion con animales control con

comida. Encontramos que en los animales control la expresion de la proteina SOD-3::GFP
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aumenta progresivamente con la edad de los animales, desde la etapa L4 intermedio hasta 5
post-L4 intermedio, en diversos tejidos como la faringe y la cabeza (Fig. 40A-D). Ademas,
después del dia 1 post-L4 intermedio aparece la expresion de SOD-3::GFP en algunas
células de la cola de los animales, la cual aumenta ligeramente con la edad de los animales
(Fig. 40B). Durante la ARD, la expresion de SOD-3::GFP se incrementa en las primeras 24
h de ayuno, desde la etapa L4 intermedio (Fig.40E) al tiempo 1 en la faringe y algunas
neuronas a lo largo del animal y especialmente en las de la cola (Fig. 40F). Posteriormente,
la expresion del reportero disminuye progresivamente conforme transcurre el ayuno
manteniéndose constante su expresion en la faringe (Fig. 40G-H). Estos resultados sugieren
que el ayuno ocasiona una respuesta al estrés oxidativo transitoria, desde el tiempo 0 hasta

el tiempo 1, sin embargo esta respuesta no se mantiene a lo largo de todo el ayuno.
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9.7.3 La ARD no promueve la formacion de granulos de ribonucleoproteicos
estrés dentro de la génada

La proteina de union a ARN, TIAR-1 es un marcador de granulos de estrés, se sabe
que 6 h de ayuno promueven la formacién de granulos ribonucleoproteicos en la gbnada,
estos granulos confieren proteccion contra el choque de calor y el arresto prolongado en
meiosis a las células germinales femeninas y la supervivencia de los embriones sometidos
al choque de calor ([61] y Fig. 41).

: Prolonged meiotic
No stress Starvation arrest

upper plane

Figura 41. TIAR-1 se asocia en granulos citoplasmaticos dentro de la gonada al
someter a los animales a diferentes tipos de estrés. Se muestra la localizacion sub-celular
de TIAR-1 dentro de la gonada de adultos de 1 dia en condiciones control, sin estrés;
animales sometidos a 6 h de ayuno y hembras que exhiben ovocitos en arresto meiético
prolongado. Las imagenes fueron obtenidas por medio de microscopia confocal de
epifluorescencia. Los recuadros punteados muestran regiones de interés dentro de la
gonada. ds, gonada distal; 0o, ovocitos. Las cabezas de flecha indican la formacion de

granulos parecidos a granulos P, las flechas completas indican granulos del core y los
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triangulos vacios indican granulos de los ovocitos. La escala indica 20 um. Imagen tomada
y modificada de [61].

Nos propusimos estudiar si se promueve la formacion de granulos de estrés en la
gonada durante la ARD. Para ello empleamos animales transgénicos tiar-1::gfp [61] en
condiciones control con comida y sometidos a la ARD y que fueron visualizados bajo el
microscopio de epifluorescencia diariamente por 5 dias. Encontramos que en condiciones
control, la proteina TIAR-1 se expresa de manera difusa en el citoplasma y nucleos de las
células germinales, como se describi6 previamente por ([61] y Fig.42). Adicionalmente, fue
posible observar la formacion de granulos en los ovocitos que permanecen en arresto
meiotico prolongado en la gonada proximal de los animales adultos de 5 dias, en los cuales
se han agotado los espermatozoides y acumulan ovocitos sin fertilizar (Tiempo 5). En
condiciones de ARD, la proteina TIAR-1 exhibe el mismo patron difuso dentro de la
gonada, sin embargo, hay un aumento de su expresion en las células del intestino pero no es
posible observar la formacion de granulos dentro de la gonada (Fig. 42). Estos resultados
indican que la ARD no promueve la formacion de granulos de estrés dentro de la gbnada de

los hermafroditas.
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9.7.4 La ARD causa alteraciones en las redes mitocondriales dentro de la
gonada

El ayuno altera significativamente la homeostasis celular, las redes mitocondriales
sufren fragmentacion dependiente de autofagia cuando se ayunan larvas L1 y entran al
estado de arresto [33], adicionalmente, en nuestro laboratorio se ha descrito una alteracion
de las redes mitocondriales dentro de la gonada de animales adultos ayunados por 6 h
(Campos-Martinez y Navarro, sin publicar). Decidimos investigar la morfologia de las
redes mitocondriales durante el ayuno prolongado. Para probarlo observamos diariamente y
por 5 dias a poblaciones de animales transgénicos mai-2::gfp [101] a partir de la etapa L4
intermedio en condiciones control con comida y ayuno. Encontramos que en condiciones
control las redes mitocondriales aparecen bien estructuradas en el citoplasma dentro de la
gonada de los hermafroditas, es posible observar agregados mitocondriales perinucleares
que resultan méas evidentes en los ovocitos proximos a celularizarse. Durante el ayuno
prolongado observamos que las mitocondrias presentes en la gonada se posicionan
alrededor de los ndcleos de las células. El aspecto de las redes mitocondriales dentro de la
gonada en el dia 1 del ayuno prolongado asemeja al de los adultos sometidos a 6 h de
ayuno, esto es, en forma de un agregado en el “core” de la génada en el asa, adicionalmente
las redes mitocondriales en la gonada distal con un aspecto irregular, exhibiendo
mitocondrias individuales y aparentemente de menor tamafio (Fig. 43). Estos resultados
sugieren que las redes mitocondriales dentro de la gonada se ven alteradas por la
disponibilidad de alimento.
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9.7.5 La ARD retrasa la aparicion de signos relacionados con el envejecimiento

Las células y los tejidos acumulan material autofluorescente a una tasa muy lenta
conforme incrementa la edad de un organismo, estos materiales pueden ser un indicador del
envejecimiento de un organismo completo [102]. En C. elegans, todos los tejidos somaticos
son post-mitéticos y acumulan material autofluorescente dentro de granulos de origen
lisosomal generalmente localizados en el intestino. Recientemente se ha demostrado que es
posible correlacionar la autofluorescencia observada en diferentes longitudes de onda con
la esperanza de vida; la autofluorescencia azul se incrementa discretamente a lo largo de la
vida de un organismo excepto por un aumento abrupto en el punto cercano a la muerte, la
autofluorescencia roja aumenta de manera lineal a razon del tiempo y se correlaciona muy
bien con la esperanza de vida restante ([102] y Fig. 44). Finalmente la autofluorescencia

verde combina ambas caracteristicas [102].
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La entrada a la diapausa reproductiva del adulto parece ser un mecanismo anti-
envejecimiento mediante el cual los animales ayunados por 30 dias cumplen su esperanza
de vida normal cuando son re-alimentados [42]. Nos preguntamos si durante el ayuno
prolongado los animales acumulan material autofluorescente en su intestino, como una
medida de envejecimiento. Para ello, visualizamos diariamente a partir de la etapa L4
intermedio y durante 10 dias la autofluorescencia roja del intestino de animales con comida
como control y ayunados. Encontramos que los animales control exhiben un aumento
progresivo de la autofluorescencia proporcional al incremento su edad. En cambio, los
animales ayunados no exhiben dicho aumento (Fig. 45). Estos resultados sugieren que el

ayuno prolongado evita la aparicion de signos de envejecimiento.
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9.7.6 La inactivacion de la via de la insulina regula la apoptosis de las células

germinales en animales adultos en presencia de alimento

Ademas de incrementar la esperanza de vida y retrasar la senescencia reproductiva
en C. elegans, la inactivacion de la via de la insulina reduce los efectos detrimentales del
envejecimiento en la gonada de manera independiente a la apoptosis de las células
germinales. Algunos autores han reportado que la inactivacion la via de la insulina altera
los niveles de apoptosis en las células germinales, sin embargo los resultados son opuestos
[103-105]. Anteriormente demostramos que la inactivacion prolongada de la via de la
insulina a partir de la etapa L4 intermedia aumenta la apoptosis de las células germinales en
presencia de alimento. Decidimos investigar el efecto de la inactivacion de la via de la
insulina en la apoptosis de las células germinales en adultos de un dia en presencia de
alimento. Para ello crecimos una poblacion sincronizada de animales ced-1::gfp y daf-
2;ced-1::gfp con comida incubados a la temperatura permisiva (°15) hasta adultos de 1 dia,
entonces se transfirieron a la temperatura restrictiva (25°C) por 6 h en presencia de
alimento. Al realizar observaciones bajo el microscopio de epifluorescencia encontramos
que el nimero de cuerpos apoptéticos no cambia al transferir a los animales ced-1::gfp de
15°C a 25°C por 6 h en presencia de alimento. En cambio, los niveles de apoptosis de las
células germinales de los animales daf-2;ced-1::gfp se ven alterados, aumentando en ~3-

veces los niveles de induccion (Fig. 46).
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Figura 46. La inactivacion de la via de la insulina por 6 h induce la apoptosis de las
celulas germinales en presencia de alimento. Cuantificacion de cuerpos apoptoticos por
brazo de la gonada de animales ced-1::gfp y daf-2;ced-1::gfp. Una poblacion de animales
de cada fondo genético fue incubada a 15°C hasta adultos de 1 dia. Los animales fueron
transferidos a la temperatura restrictiva (25°C) o mantenidos a la temperatura permisiva
(15°C) en presencia de alimento por 6 h, se seleccionaron y se observaron en el
microscopio de epifluorescencia. Las barras blancas indican los cuerpos apoptoticos de los
animales ced-1::gfp (N= 40) y daf-2;ced-1::gfp (N=44) en la temperatura permisiva. Las
barras grises indican los cuerpos apoptéticos de los animales ced-1::gfp (N= 47) y daf-
2;ced-1::gfp (N= 55) en la temperatura restrictiva. Las barras de error muestran el error
estandar de la media (SEM). Se comparoé la diferencia entre ambas medias empleando la
prueba ANOVA (* P<0.05).
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Este incremento en los niveles de apoptosis podria deberse a alteraciones en la
respuesta de los animales al estrés. Para probar que los animales responden al ayuno,
especificamente, decidimos someter a los animales daf-2;ced-1::gfp adultos de 1 diaa 6 h
de ayuno en la temperatura permisiva (15°C). Encontramos que estos animales responden
al ayuno aumentando ~4.5 veces los niveles de apoptosis como el control ~3.6 veces (Fig.
47). Estos resultados sugieren que los animales daf-2;ced-1::gfp se comportan como
animales silvestres al ser incubados en la temperatura permisiva y son capaces de responder

al ayuno como los animales control.
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Figura 47. Los animales daf-2 responden al ayuno aumentando la apoptosis de las
células germinales. Cuantificacion de cuerpos apoptoticos por brazo de la génada de
animales ced-1::gfp y daf-2;ced-1::gfp. Una poblacion de animales de cada fondo genético
fue incubada a 15°C hasta adultos de 1 dia. Los animales fueron ayunados por 6 h en la
temperatura permisiva (15°C), se seleccionaron y se observaron en el microscopio de
epifluorescencia. Las barras blancas indican los cuerpos apoptoticos de los animales ced-
1::g9fp (N= 40) y daf-2;ced-1::gfp (N=50) en condiciones control con comida. Las barras
grises indican los cuerpos apoptoticos de los animales ced-1::gfp (N= 38) y daf-2;ced-
1::gfp (N= 48) en condiciones de ayuno por 6 h. Las barras de error muestran el error
estandar de la media (SEM). Se comparo la diferencia entre ambas medias empleando la
prueba ANOVA (* P<0.05).
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10 DISCUSION

Angelo y van Gilst (2009) reportaron por primera vez un nuevo tipo de diapausa
reproductiva mientras estudiaban la reproduccion del C. elegans bajo condiciones de
restriccion de comida. Describieron que los animales sujetos a una privacion completa de
alimento a partir de la etapa L4 intermedia retrasaban su ciclo reproductivo y eran capaces
de vivir hasta 30 dias sin comida. Ademas, cuando las condiciones se reestablecian volvian
a retomar su ciclo reproductivo y completaban de manera normal el resto de su ciclo de
vida. Durante la ARD, la gonada experimenta una reduccion progresiva del nimero de
células que la conforman y el volumen total de la génada, los cuales son reversibles cuando

los animales son realimentados [42].

Posteriormente, Seidel y Kimble (2011) realizaron otro estudio mas detallado de la
ARD. Demostraron que la reduccién de la gonada ocurre en las gdnadas que presentan
ovogénesis activa, cuando los animales se ayunan desde L4 intermedio o la etapa adulta y
practicamente todas las gonadas reducidas son capaces de regenerarse al re-alimentar a los
animales si se evita el fenomeno de “bagging” [43]. Durante el ayuno prolongado continta
la produccion de embriones y es posible observar uno o dos embriones aparentemente
viables dentro del Utero, que son el resultado de fertilizaciones recientes, indicando que la
produccion de ovocitos y su fertilizacion se ve enormemente retrasada, ademas, la
viabilidad de los embriones producidos en esta condicion es muy limitada. También
demostraron que la densidad poblacional no es un requisito para entrar 0 mantener este

estado de letargo y sugirieron que este fendmeno no es una diapausa [43].

A pesar de no respaldar la existencia de la diapausa reproductiva del adulto,
propuesta por Angelo y van Gilst (2009), Seidel y Kimble (2011) acufiaron el término
“respuesta ovogénica de la gonada al ayuno” para referirse a la reduccion/regeneracion de
la gonada controlada por la disponibilidad de alimento [43]. También reportaron que el
ayuno causa un estado de quiescencia reversible en el ciclo celular de las células madre

progenitoras de la linea germinal, dando como resultado la disminucion del namero de
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células en fase M en tan solo 30 minutos de ayuno y que puede ser reestablecido de manera
rapida cuando los animales se realimentan [44].

10.1 La ARD compromete la fertilidad afectando a las células que dan lugar a

los ovocitos

En el presente estudio demostramos que la fertilidad se afecta después de la ARD.
Aunque los animales recuperados reestablecen su fertilidad, ninguno de los fondos
genéticos probados (N2, fog-1, fog-2 y ced-3) producen progenies del mismo tamafio que
sus controles, ya sea al autofertilizarse o cruzarse. Angelo y van Gilst (2009) propusieron
que la fecundidad de los animales que se autofertilizan dependia de la supervivencia de los
espermatozoides funcionales durante el ayuno [42]. Es de llamar la atenciéon que durante
nuestras condiciones de ARD el nimero de espermas permanece constante, indicando que
la capacidad reproductiva de estas células podria verse afectada por el ayuno. Este hallazgo
nos permite profundizar en el estudio de las condiciones necesarias para preservar la
fertilidad y la homeostasis de las células reproductivas en los machos. Ademas, la
capacidad reproductiva de los hermafroditas no se compromete solamente por el nimero de
espermas, sino también por un agotamiento en la produccion de ovocitos después de la
ARD.

Algunos autores han empleado a la letalidad embrionaria como el reflejo de la
calidad de los ovocitos [26, 68]. Nuestros resultados demuestran que los animales producen
mas embriones muertos que sus respectivos controles cuando usan su propio esperma para
autofertilizar los ovocitos después la ARD. Observamos que los hermafroditas recuperados
producen embriones muertos durante todo su periodo reproductivo cuando se autofertilizan.
Sin embargo, los animales mutantes fog-1(q253) y fog-2(q71) producian la mayoria de los
embriones muertos durante los primeros dos dias después de haber sido cruzados, lo que
sugiere que el esperma de los hermafroditas que fueron sometidos a la ARD resulta
afectado por el ayuno. Ademas, cuando se provee esperma de machos que nunca fueron

ayunados a los animales recuperados de la ARD; los ovocitos expuestos al ayuno tienden a
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producir embriones muertos cuando son fertilizadas. Estos resultados indican que el ayuno
tiene efectos diferenciales en las células germinales femeninas, donde las células mas
proximas a fertilizarse se ven mas afectadas que las células germinales en mitosis o las

primeras etapas de la meiosis.

10.1.1 La respuesta ovogénica de la gonada al ayuno evita el arresto de la

ovogénesis

En la linea germinal del C. elegans, la presencia de alimento y el esperma
promueven la progresion de la meiosis y la ovogénesis, cuando el esperma se acaba los
ovocitos se apilan en la gonada proximal y permanecen arrestados en diacinesis, ademas el
ayuno causa la detencion de la progresion de la meiosis en la region de paquiteno [25]. En
condiciones control con comida y presencia de esperma, los hermafroditas ovulan cada ~20
min por brazo de la gonada mientras que durante la ARD los hermafroditas ralentizan la
ovogeénesis y producen cada ~8 h un ovocito por cada brazo de la gbnada y una vez que éste
es ovulado comienza la produccion del siguiente ovocito [43]. Los ovocitos que
experimentan un arresto prolongado en diacinesis son tienden a producir embriones
muertos [26]. Nosotros observamos que en condiciones control los animales fog-1(g253) y
fog-2(q71) producian mas ovocitos que se apilaban en la goénada proximal que sus
contrapartes en condiciones de ayuno, sugiriendo que la disminucion en la velocidad de la
ovogeénesis durante el ayuno es un mecanismo benéfico para preservar la capacidad

reproductiva de los animales y la calidad de sus ovocitos.

10.2 La apoptosis de las células germinales permanece elevada durante la ARD

Nuestro trabajo demuestra que la apoptosis de las células germinales aumenta
durante el ayuno prolongado y permanece elevada durante la ARD. La apoptosis de las
células germinales es importante para distribuir de manera efectiva los recursos dentro de la
gonada mientras se producen ovocitos y asegurar su calidad [26, 28]. La apoptosis de las

células germinales incrementa con la edad de los animales en condiciones control y
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contribuye a la degeneracion de la gbnada [28, 103]. Nosotros encontramos que el aumento
de la apoptosis de las células germinales durante la ARD no es causada por cep-1/p53,
sugiriendo que existe una regulacion distinta a la de reparacion de dafios al ADN o defectos

durante la meiosis.

Adicionalmente, la apoptosis de las células germinales puede ser inducida si los
animales son sometidos a diferentes tipos de estrés [46]. Previamente se reporto en el
laboratorio que los animales adultos de un dia sometidos a 6 h de ayuno presentan 2-veces
el nimero de cuerpos apoptéticos en la génada, y el ortdlogo de Retinoblastoma en C.
elegans lin-35 es responsable de este aumento [50]. En este trabajo, encontramos que la
apoptosis inducida durante la ARD depende parcialmente de lin-35/Rb y la via de la
insulina daf-2/daf-16. Estos resultados contribuyen a diseccionar las vias de regulacion
transcripcional inducida por el ayuno y sus efectos en la apoptosis y la proliferacion celular.
Ademas, plantean nuevos panoramas que nos permitirian entender el origen de problemas
relacionados con el cancer, la infertilidad, regeneracion tisular, entre otros y desarrollar

intervenciones genéticas y farmacoldgicas con fines terapéuticos.

Sin embargo, otro cuestionamiento que surge en el presente trabajo y es de vital
relevancia en relacién a la apoptosis inducida por ayuno: ¢Por qué se eleva la apoptosis de
las células germinales durante la ARD? Nuestros resultados apoyan la idea propuesta por
Andux y Ellis (2008) que indica que la muerte de las células germinales sirve como un
mecanismo para distribuir los recursos en la génada [26]. La relevancia bioldgica de este
mecanismo podria ser que asegura la produccién de ovocitos Unicamente en condiciones
favorables. En la etapa L4 intermedio cuando se inicia la ARD, algunas células germinales
ya estan comprometidas a continuar con la meiosis, lo cuales es irreversible, sin embargo,
completar la meiosis y dar lugar a un ovocito maduro implica algunas horas. Por lo tanto,
creemos que la muerte celular que observamos durante la ARD se origina en aquellas
células que escaparon la mitosis, pero debido a la falta de recursos no tendrian éxito como

ovocitos y por lo tanto se eliminan por apoptosis.
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10.3 La apoptosis es importante para preservar la calidad de los ovocitos
durante la ARD; sin embargo, no es esencial para recuperar la fertilidad y reducir la

gonada

En el presente trabajo demostramos que los animales mutantes para la Unica caspasa
efector en C. elegans, ced-3 responden al ayuno reduciendo el tamafio de su goénada y
recuperan su fertilidad al ser realimentados. En contraste con Angelo y van Gilst (2009),
quienes reportaron que los animales mutantes ced-3(n1286) entraban en la ARD cuando se
sometian a 15 dias de ayuno, sin embargo, esos animales no reducian el tamafio de su
gonada ni disminuian el nimero de las células que la conformaban y tampoco producian
progenie después de la ARD [42]. De hecho, nuestros resultados indican que los animales
silvestres y los mutantes de la caspasa no producian progenie después de haber sido
sometidos a 15 dias de ayuno, ya sea por autofertilizacién o cruzas con machos silvestres
que nunca fueron ayunados. Nuestros resultados indican que el ayuno tiene efectos
irreversibles en la fertilidad que no habian sido debidamente documentados y abren nuevos
paradigmas con respecto a la preservacion de la fertilidad.

Como se reportd anteriormente [26], observamos que los animales mutantes de la
caspasa producian menos progenie y mayor letalidad embrionaria que los animales
silvestres en condiciones control. En el presente trabajo, demostramos que los animales
mutantes de la caspasa recuperados de un ayuno de 5 dias producen ain menos progenie y
mayor letalidad embrionaria que los animales silvestres. Estos resultados sugieren que la
apoptosis es importante para preservar la calidad de los ovocitos en condiciones control y
durante el ayuno prolongado. Este mecanismo podria contribuir al mantenimiento de la
calidad de los ovocitos durante el ayuno prolongado, eliminando las células germinales que
permanecen arrestadas en diacinesis por periodos prolongados, o que ante la ausencia de
nutrientes hagan falta los componentes citoplasmaticos (como ARNm, ARNmi, granulos P,

organelos, entre otros) necesarios para el completar el desarrollo embrionario.
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10.4 La ARD causa un aumento en la incidencia de machos dentro de la

progenie

Al estudiar la calidad de los ovocitos después de la ARD observamos la aparicién
de machos dentro de la progenie producida por autofertilizacion en los animales
recuperados de la ARD. La incidencia de machos puede emplearse como un reflejo de la
fidelidad en la segregacion de los cromosomas sexuales [91]. Nuestros resultados sugieren
que al exponer a los animales a la ARD causa un incremento en el nimero machos dentro
de la progenie, sin embargo, este fenotipo se recupera al cruzar a los animales recuperados
de la ARD con machos tra-2. La incidencia de machos dentro de la progenie facilita el
entrecruzamiento y podria ser benéfico para introducir mayor variacion genética entre los
individuos, y como consecuencia, la produccion de nuevos organismos con menos
mutaciones deletéreas que sus progenitores y apoyan la hipétesis que propone algunos tipos
de estrés (por e€j., la infeccién por patdgenos, el ayuno, entre otros) puede facilitar la
adaptacion de los animales por medio de la reproduccion sexual, dando como resultado
mayor variabilidad genética, que asegurara una mayor resistencia a las condiciones
cambiantes [106-108].

10.5 La inactivacion de DAF-2 podria inducir la respuesta ovogénica de la

gonada al ayuno

Proponemos que la via de la insulina podria mimetizar la entrada en la ARD en
condiciones control con comida ya que estos animales asemejan algunas de las
caracteristicas de la respuesta ovogénica de la gonada al ayuno, los animales mutantes daf-2
disminuyen su tasa de ovulacion mientras reducen el tamafio de su gonada, sugiriendo que,
sin embargo, las génadas reducidas de los animales daf-2 no forman un solo ovocito a la
vez, como los animales en ARD, y daf-2 no se requiere para reducir el tamafio de la gbnada
durante la ARD. Nuestros resultados también demuestran que no todas las mutaciones en el
receptor de insulina afectan a la homeostasis de la gonada y contribuye a un mejor
entendimiento del mecanismo molecular que regula la respuesta ovogénica de la génada al

ayuno. Estos resultados apoyan la idea acerca de una regulacion fina a nivel de receptor y
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ligando en la via de la insulina, ocasionando; efectos pleiotrépicos al mutar el receptor de
insulina, y las diversas funciones que exhiben las més de 40 moléculas relacionadas a la
insulina. Aunque nuestros resultados proveen nuevas evidencias en relacion a la regulacion
de la respuesta ovogénica de la génada al ayuno, se requiere mayor investigacion para
entender completamente el mecanismo que controla la reproduccion en condiciones de

ayuno.

10.6 Los animales en ARD no son mas resistentes a otros tipos de estrés

Encontramos que el ayuno causa una diminucién en la resistencia al estrés. La
inactivacion de la via de la insulina durante la etapa adulta y la pérdida de las células
germinales en los hermafroditas causan resistencia al estrés y extension en la esperanza de
vida [95, 109]. Ademas, la calidad de los ovocitos y la resistencia al estrés se modifican con
la edad [110, 111], lo cual nos llevo a plantear una hipotesis, los animales en ARD pierden
las células germinales y extienden su esperanza de vida, por lo tanto estos animales
modificardn su resistencia al estrés, sin embargo, observamos una disminucion de la
resistencia a otro tipo de estrés, i.e. choque de calor, indicando dos posibilidades; primero,
los animales que se encuentran en ayuno prolongado pierden la capacidad para contender al
choque de calor. Segundo, la resistencia al estrés depende de sefiales provenientes del
alimento. Por otra parte, observamos que durante el ayuno prolongado los animales no
exhiben los cambios morfoldgicos caracteristicos de la larva dauer que los vuelve mas
resistentes al estrés. Estos resultados contribuyen discretamente al entendimiento de la
resistencia al estrés y la regulacion de la longevidad, sin embargo, se requiere de mas

experimentacién para caracterizar la respuesta a otros tipos de estrés bajo estas condiciones.

Finalmente, observamos que el ayuno prolongado causa una detencién del ciclo de
vida de los animales y éste no se altera cuando las condiciones se re-establecen, apoyando
previas observaciones en las que la esperanza de vida restante de los animales ayunados no
depende del tiempo que permanecen en ayuno [42] y se demuestra que la respuesta al

ayuno sirve a los animales como un estado de dormancia al terno al ciclo reproductivo que
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les permite contender con el estrés y reproducirse Unicamente bajo condiciones favorables.
Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que periodos més prolongados de

ayuno alteren negativamente la esperanza de vida restante de los animales que

experimentaron la ARD.
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11 CONCLUSIONES

El presente trabajo sustenta las siguientes conclusiones:

Someter a los animales a un ayuno prolongado afecta considerablemente la
capacidad reproductiva de los animales.

La respuesta ovogeénica de la gonada al ayuno previene que las células germinales
que dan lugar a los ovocitos se arresten por un periodo prolongado en diacinesis
mediante la ralentizacion de la ovogénesis.

La apoptosis de las células germinales se incrementa durante la ARD y continda
elevada durante el ayuno prolongado.

La apoptosis de las células germinales no es la causa de la reduccién de la génada
durante la ARD, sino la ovulacion que continta durante la ARD. La apoptosis no es
esencial para la recuperaciéon de la fertilidad después de la ARD. En su lugar,
proponemos que una vez que la proliferacion de las células germinales se detiene, la
ovulacion contribuye a que la gdnada vacie su contenido y reduzca su tamafio.

La apoptosis de las células germinales que ocurre durante la ARD no es inducida
por dafio al ADN o errores durante la meiosis, es parcialmente regulada por lin-
35/Rb y por la via de la insulina daf-2/daf-16.

La inactivacion de la via de sefializacion de la insulina en presencia de alimento
causa una serie de efectos que asemejan la respuesta de la gonada al ayuno; tales
como, la reducciéon del tamafio de la gonada, el aumento en la apoptosis y la
disminucion de la tasa de ovulacion, sin embargo, no se producen todos los cambios
presentes en la respuesta de la génada al ayuno.

Describimos la respuesta a diferentes tipos de estrés durante la ARD y encontramos

que la respuesta al estrés durante la ARD es diferente a la diapausa Dauer.
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12 PERSPECTIVAS

Aunque este estudio provee de nuevas evidencias acerca de la relacion que existe
entre el estatus nutricional, la fertilidad y la resistencia al estrés, surgen nuevas preguntas
dentro de la linea de investigacion. Primero, podrian medirse otros pardmetros que
impactan la fertilidad y fecundidad de los animales que fueron expuestos al ayuno
prolongado, por ejemplo; el tamafio de los ovocitos, la cantidad y calidad de los ARNm y
mitocondrias que son introducidos en el citoplasma de los ovocitos, respectivamente, entre

otros.

En este trabajo nos propusimos estudiar la calidad de los ovocitos después de que
los animales redujeran el tamafio de su gonada y posteriormente fueron realimentados, lo
cual en nuestros experimentos ocurre en el dia 5, sin embargo podria determinarse el efecto
de un ayuno con otra duracion y establecer el periodo méximo permisible para mantener la
fertilidad de los animales y la calidad de sus ovocitos. En el presente trabajo no
determinamos los efectos del ayuno prolongado en la progenie, sin embargo, nos parece
interesante el estudio de los efectos transgeneracionales y los cambios epigenéticos que
pudieran estar relacionados. Si bien nuestro trabajo provee evidencia en relacion a la
biologia reproductiva y el envejecimiento podria extenderse el estudio de la fertilidad y la
calidad de los ovocitos empleando mutantes que exhiben alteraciones en la esperanza de
vida y determinar las necesidades fisioldgicas para mantener la fertilidad y la calidad de los
ovocitos, ademas de probar intervenciones genéticas, farmacoldgicas y/o nutricionales que
ayuden a preservar y/o prolongar el periodo reproductivo de los animales y la calidad de

SuS OVOCitos.
Para elucidar el mecanismo molecular que regula la ARD es necesario llevar a cabo
estudios de genética reversa, realizando mutagénesis al azar y buscar los fenotipos que

reviertan los siguientes aspectos:

1) Lasupervivencia de los animales durante el ayuno prolongado.
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2) Lareduccion/regeneracion de la gonada durante la ARD,

3) El aumento en la apoptosis de las células germinales. Entre otros aspectos.

Para entender la contribucion de la via de la insulina a la homeostasis de la gonada
seria necesario generar mutaciones dirigida por medio de CRISPR/Cas9 en cada uno de los
dominios cataliticos del receptor de insulina para estudiar la transduccion de las sefiales
involucradas con la proliferacion de las células germinales y definir los tejidos donde se
modulan los cambios transcripcionales para ejecutar los cambios en el ciclo reproductivo o
de ARD.

Estudiar detalladamente los aspectos que caracterizan una diapausa, es decir, todos
los cambios morfologicos y fisiologicos del ciclo de vida y reproductivo de los animales
sometidos al ayuno prolongado. Definir un perfil transcripcional y agrupar los genes que
participan en la respuesta al ayuno a nivel global, diseccionar los mecanismos de
supervivencia que caracterizan a la ARD y compararlo con la diapausa dauer y el arresto
L1
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Abstract

When C. elegans hermaphrodites are deprived of food during the mid-L4 larval stage and
throughout adulthood, they enter an alternative stage termed “adult reproductive diapause
(ARD)” in which they halt reproduction and extend their lifespan. During ARD, germ cell pro-
liferation stops; oogenesis is slowed; and the gonad shrinks progressively, which has been
described as the “oogenic germline starvation response”. Upon refeeding, the shrunken
gonad is regenerated, and animals recover fertility and live out their remaining lifespan. Little
is known about the effects of ARD on oocyte quality after ARD. Thus, the aim of this study
was to determine how oocyte quality is affected after ARD by measuring brood size and
embryonic lethality as a reflection of defective oocyte production. We found that ARD affects
reproductive capacity. The oogenic germline starvation response protects oogenic germ
cells by slowing oogenesis to prevent prolonged arrest in diakinesis. In contrast to a previ-
ous report, we found that germ cell apoptosis is not the cause of gonad shrinkage; instead,
we propose that ovulation contributes to gonad shrinkage during the oogenic germline star-
vation response. We show that germ cell apoptosis increases and continues during ARD via
lin-35/Rb and an unknown mechanism. Although apoptosis contributes to maintain germ
cell quality during ARD, we demonstrated that apoptosis is not essential to preserve animal
fertility. Finally, we show that IIS signaling inactivation partially participates in the oogenic
germline starvation response.

Introduction

To ensure species continuity, animals have developed mechanisms for protecting germ cells
during stressful conditions. The C. elegans hermaphrodite germline serves as an excellent
model for studying cell biology. In C. elegans hermaphrodites, 2 identical U-shaped gonad
arms contain germ cells (Fig 1A). Under control conditions, L4 hermaphrodites (Fig 1C and
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1E) produce approximately 40 germ cells that give rise 160 spermatids per gonad arm, which
are stored within each spermatheca. Thereafter, during the adult stage, the remaining germ
cells either differentiate into oocytes or are eliminated by physiological germline apoptosis [1,
2]. Physiological apoptosis is an essential mechanism for maintaining oocyte quality during
oogenesis, as it promotes the allocation of nutrients to growing oocytes [3]. The most proximal
oocytes arrest in diakinesis until they are fertilized, then complete meiosis and begin embryo-
genesis [3, 4] (Fig 1A and 1D). During its fertile period, a hermaphrodite produces approxi-
mately 300 new organisms in 3 days by self-fertilization with very low embryonic lethality
(approx. 1-2 dead embryos/animal). Then, they cease laying eggs and live for 15 more days

[4].

The short, highly stereotyped reproductive cycle of Caenorhabditis elegans can be altered
when animals are deprived of food and enter into reversible states of growth arrest or diapause,
depending on the stage in which they are deprived of food [5]. Animals subjected to high tem-
peratures, crowding or fasting during the L1-L2 stage transition develop into a well-studied
alternative larval stage known as the “dauer” stage. During dauer diapause, animals seal their
orifices and form a thick impermeable cuticle, allowing them to endure stress for months [6].

When mid-L4 larvae or adult hermaphrodites face starvation conditions, they enter into
adult reproductive diapause (ARD), characterized by delayed reproduction and an extended
lifespan [7, 8]. ARD is a not yet fully elucidated form of diapause and differs from dauer dia-
pause since animals starved at a low population density can enter and maintain this alternate
developmental stage [8]. It has been observed that when starvation begins during the late-L4
or adult stage, embryos are retained in utero, hatch and cause the hermaphrodite’s death [7];
however, this fate can be avoided if embryo viability is inhibited [8]. During ARD, the her-
maphrodites’ gonad shows a remarkable change; it shrinks in size progressively and the num-
ber of germ cells decreases to a small pool of ~35 cells [7] (Fig 1B and 1F). Starvation causes
subsequent halting of the cell cycle in mitotically proliferating germ cells, which remain quies-
cent until conditions are restored [9]. The starved hermaphrodites form a single oocyte per
gonad arm and usually carry 1-2 developing embryos within the uterus. These embryos are
the result of delayed ovulation and fertilization, which occur approximately every 8 h ([8] and
Fig 1B and 1F).

Remarkably, gonad shrinking and delayed reproduction are reversible [7, 8]. Following
refeeding, germ cells resume their cell-cycle progression and start dividing, causing gonad
regeneration, which, at least morphologically under the microscope, resembles a young adult
gonad that never has been starved [7-9]. Hermaphrodites recover fertility and produce prog-
eny by self-fertilization or mating [7]. Angelo and van Gilst (2009) proposed that apoptosis
plays a crucial role during ARD, since apoptosis-defective mutants subjected to starvation
from the mid-L4 stage do not reduce their gonad size and are unable to recover fertility after
ARD [7].

ARD extends not only the total lifespan but also the reproductive period of animals [7]. In
C. elegans, as in many other organisms, fertility declines with age [10], and oocyte quality is
greatly affected during aging [3]. Adult reproductive diapause has been proposed as an anti-
aging mechanism for protecting the germline [7]. Despite the numerous unexplained aspects
of this phenomenon, whether ARD protects oocyte quality and the mechanisms that control
this phenomenon have not yet been determined.

In this report, we use brood size and embryonic lethality to reflect defective oocyte produc-
tion to investigate the effects of ARD on oocyte quality. We found that ARD affects gametes’
reproductive capacity and prevents oogenic germ cells from undergoing prolonged arrest in
diakinesis. During ARD, germ cell apoptosis is very active; however, in contrast to a previous
report, we found that it is not important for gonad shrinking. We observed that increased
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Fig 1. Comparison between well-fed and starved adult hermaphrodite gonad arms in Caenorhabditis elegans. Schematic representation of well-fed
(A) and starved (B) adult hermaphrodites. (C, E) Nomarski image of mid-L4 gonad arms. (D) Nomarski image of a hermaphrodite that was well-fed for
3 days. (F) Nomarski image of a hermaphrodite that was starved for 3 days from mid-L4. In all images one gonad arm is outlined in white; the distal

gonad is marked with an asterisk (*); and the arrow points to the proximal gonad. Scale bar = 20 um.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.g001
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germ cell apoptosis during ARD depends partially on l/in-35/Rb and an unknown mechanism.
We propose that ovulation causes gonad shrinking by exhausting gonad contents when a few
oocytes are produced. Finally, DAF-2 inactivation causes gonad shrinking in the presence of
food suggesting that it may partially participate in this pathway. Here, we describe the effects
of ARD on fertility and the regulation of germ cell apoptosis under starvation conditions.

Materials and methods
Strains

C. elegans strains were maintained as described previously [11]. All strains were grown at 20°C
or the permissive temperature using Escherichia coli OP50 as food. The wild-type strain was
N2 Bristol. For the daf-2 experiments, 15°C and 25°C were used as the permissive and restric-
tive temperatures, respectively. For the pha-4(zu225) experiments, 24°C and 15°C were used
as the permissive and restrictive temperatures, respectively. Heterozygous EU31 skn-1(zu135)
animals segregate as Unc and WT: Unc individuals were picked for maintenance, and WT
individuals laid eggs that did not hatch. For the fog-1(q253) experiments, 15°C and 25°C were
used as the permissive and restrictive temperatures, respectively. fog-1(q253) worms were
maintained at 15°C and upshifted to 25°C to feminize their germline. The alleles used were as
follows: JK560 fog-1(q253), CB4108 fog-2(q71), MD701 ced-1::gfp(bcls39), cep-1(gk138);ced-1::
gfp(bcls39), MT3002 ced-3(n1286), RB2071 ced-3(0k2734), MT1522 ced-3(n717), CB1370 daf-2
(e1370), DR1309 daf-16(m26);daf-2(e1370), MT10430 lin-35(n745), GR1307 daf-16(mgDf50),
EU31 skn-1(zul35), SM190 pha-4(zu225), VC446 alg-1(gk214), RB1206 rsks-1(ok1255), SS712
ife-1(bn127), WS2973 gla-3(op212), RN083 daf-2(e1370);ced-1:gfp, and RN084 lin-35(n745);
ced-1::gfp. All the strains were obtained from the Caenorhabditis Genetics Center (CGC).

Image acquisition
Animals were mounted with 10 pl of 0.01% tetramisole in M9 on 2% agarose pads and
observed using a Nikon Eclipse E600 microscope equipped with an AxioCam MRc camera

(Zeiss). Images were obtained using Axio Vision software (Zeiss) and processed with Image]
software.

Starvation protocol

We performed the starvation protocol described by Seidel and Kimble (2011) [8]. Synchronous
L1 populations were obtained by bleaching gravid hermaphrodites. The resulting embryos
were washed in M9, transferred to conical tubes and incubated for 18 h at 20°C in a gyratory
rocker. Hatched L1s were collected and placed in 10 cm plates seeded with OP50 at a density
of ~1,200 L1s per plate until they reached the mid-L4 stage. To initiate starvation, the animals
were collected with M9 medium and washed up to 6 times until no turbidity was observed;
they were then placed in 10 cm plates with or without food at a density of ~10,000 animals per
plate.

Apoptosis assay

Cell corpses were counted using the MD701 bcls39 [Plim-7::ced-1::gfp;lin-15(+)] transgenic
strain. After the starvation protocol, animals were placed in seeded plates as the control condi-
tion or in unseeded plates as the starvation condition. Animals were transferred daily until
they ceased laying eggs and were then picked, anesthetized, mounted and visualized under an
epifluorescence microscope.
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Germ cell quantification

We used DAPI staining to quantify the germ cells in each gonad arm as described by Silva-
Garcia and Navarro (2013) with some modifications [12]. Animals were dissected on glass cov-
erslips, which were then inverted and placed on a polylysine-treated slide. The samples were
freeze-cracked, fixed, stained with DAPI, mounted using 10 pl of Vectashield (Vector Lab) and
visualized through fluorescence microscopy.

Fertility assay

We determined the brood size and embryonic lethality, resulting from self-fertilization and
mating as described by Bukhari et al., 2012 [13]. Single mid-L4 hermaphrodites were trans-
ferred to seeded NGM plates and maintained at 20°C. Animals were transferred to fresh plates
each day until they ceased laying eggs. For the recovery of self-fertilizing animals following
starvation, single hermaphrodites that had spent 5 days under starvation were transferred to
seeded NGM plates and then to fresh plates each day until they ceased laying eggs. For mating
animals, either mid-L4, well-fed 6-day-old or recovered fog-(q253) or fog-2(q71) animals were
individually transferred to seeded NGM plates and crossed with 4 well-fed 1-day-old wild-type
males. Twenty-four hours after the transfer of hermaphrodites, the embryos that did not hatch
were scored as dead embryos. Forty-eight hours after the transfer of hermaphrodites, the num-
ber of larvae was scored.

Long-term immobilization

We determined the temporal progression of germ cell corpse clearance using a method
described by Kim et al., 2013 [14]. Briefly, animals were immobilized using 0.5 pl of a suspen-
sion of polystyrene beads (Polysciences, 2.5% by volume, 0.1 um diameter) on 10% agarose
pads. Germ cell corpses were visualized and imaged at 60X magnification until they were
completely cleared.

Ovulation rate

We followed the methodology described by Huang et al., 2012 [15]. Animals were individually
scored for the number of embryos within the uterus using Nomarski microscopy, then trans-
ferred to fresh plates with food for 4 h and finally scored for the number of embryos within the
uterus and those laid on the plate. More than 30 animals were observed for each genotype. The
ovulation rate per gonad arm per hour = (embryos at the end of a time interval —embryos at
the beginning) / (2 x number of animals x time interval).

Statistical comparisons

The t-test or Mann-Whitney U test was used for comparisons with controls in fertility assays.
For multiple comparisons in apoptosis, fertility assays and germ cell corpse clearance assays,
the data were analyzed using one way ANOVA and Dunn’s test for multiple comparisons.

Results
Animals that undergo ARD do not recover their full fertility because this
condition affects germ cell quality

We wanted to study how fertility and germ cell quality are affected after exposing animals to
ARD. Although it has been reported that wild-type animals survive up to 30 days in ARD,
their self-fertility is severely impaired after 15 days of starvation [7]. Therefore, we decided to
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study the effect of ARD when animals are exposed to 5 days of starvation because this period is
sufficient to reduce hermaphrodite self-fertility by up to 50% [7]. To conduct our experiments,
we used synchronized populations of mid-L4 larvae that were fed (control) or starved (no bac-
teria) for 5 days and then refed. For simplicity we will refer to starved/refed nematodes as
recovered animals. We quantified the brood size of self-fertilizing recovered wild-type her-
maphrodites and compared it to that of well-fed nematodes. We found that the recovered
wild-type hermaphrodites produced smaller broods than those that grew under control condi-
tions (29% of the wild-type brood size; Table 1, Fig 2A).

When we analyzed the progeny produced by the control and recovered animals by day, we
observed that recovered animals produced fewer offspring during the first two days after
refeeding, after which progeny production peaked at the third day and ceased at the fifth day
(Fig 2B). It is likely that the delay in offspring production in recovered animals was due to the
gonad regeneration process, which usually takes two days.

One explanation for the low fertility after ARD is that because the starvation experiments
started at the mid-L4 larval stage (approx. 4 h after L4 molting), when spermatogenesis has not
yet been completed, insufficient sperm production could occur. To discard this possibility, we
quantified sperm production in starved animals once they were close to completing the L4 lar-
val stage (approx. 8 h after L4 molting) by DAPI staining. Control wild-type animals produced
an average of 105.11+ 1.1 sperm (N = 36, Fig 2C) and starved wild-type animals produced a
similar number of 101.89 + 2.5 (N = 37). After 5 days of L4 larval molting, the control wild-
type animals did not have any more sperm in their spermatheca, while 5-day-starved wild-type
animals still harbored an average of 102.5 + 0.68 sperm (N = 28, Fig 2C). We conclude that
even during prolonged starvation sufficient sperm are produced, therefore this is not a factor
that explains low progeny numbers after ARD.

We also quantified the embryonic lethality of self-fertilizing recovered hermaphrodites
after ARD and found that recovered animals exhibited significantly higher embryonic lethality
than control animals (3.8 + 0.3 dead embryos/worm in recovered animals vs. 2.1 + 0.1 dead
embryos/worm in control animals, i.e., 1.8-fold; Table 1, Fig 2D).

To counteract the effect of ARD on sperm, we quantified the brood size and embryonic
lethality of wild-type hermaphrodites that were exposed to ARD and later crossed with well-
fed wild-type males. Under control conditions, mid-L4 wild-type hermaphrodites were
crossed with 4 wild-type males overnight and then transferred daily to new Petri dishes until
they ceased laying embryos. For ARD, mid-L4 wild-type animals were deprived of bacteria for
5 days, then transferred to plates with food and immediately crossed with 4 well-fed wild-type
males. We observed that the fertility of recovered wild-type animals crossed with well-fed
males improved considerably (81% of that in control wild-type animals) even though their
brood size never reached that of the control (Fig 2E). Additionally, we did not observe signifi-
cant differences in embryonic lethality between these two groups of animals (2.6 + 0.3 dead
embryos in control mated animals vs. 2.8 + 0.6 dead embryos in recovered mated animals;
Table 1, Fig 2F). Our results suggest that ARD affects fertility and embryonic survival due to
defects in oogenic germ cells; however, we were not able to rule out the possibility that sperm
quality is impaired under starvation conditions.

Feminized germlines are more sensitive to ARD than those of wild-type
animals
To test the effect of ARD exclusively on oogenic germ cells, we used fog-1(¢253) and fog-2(q71)

mutant animals, which have feminized germlines. Female fog-2(q71) animals are unable to
produce sperm and only reproduce when they are crossed with males [16]. fog-1(g253)
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Table 1. Fertility assays in diverse genetic backgrounds used in this study.

Genotype
WT
Recovered WT
Control WT
x WT males
Recovered WT
x WT males
Control fog-2(q71)
x WT males
Recovered fog-2(q71)
x WT males
Prolonged diakinesis fog-2(q71)
x WT males
Control fog-1(9253)
x WT males
Recovered fog-1(q253)
x WT males
Prolonged diakinesis fog-1(q253)
x WT males
Control ced-3(n717)
Recovered ced-3(n717)
Control ced-3(n1286)
Recovered ced-3(n1286)
Control ced-3(n717)
x WT males
Recovered ced-3(n717)
x WT males

Brood Size

231.8

67.0

424.9

344.8

324.5

183.2

55.8

302.3

177.1

65.0

141.0

53.1

143.8

52.0

315.6

248.9

I+

H+

H+

I+

I+

I+

I+

+

H+

I+

I+

I+

I+

I+

+

+

2.3

2.9

8.3

26.3

6.5

5.6

2.3

2.6
1.8
3.2
2.3
8.6

12.3

7.0

3.3

1.6

Dead Embryos

2l

* %k 3.8
2.6

n.s 2.8
2.4

* 4.0
* 4.8
2.5

* 4.4
* 5.6
8.1

* 7.3
7.5

* 12.3
19.8

* 19.3

I+

H+

I+

I+

I+

I+

I+

+

H+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

+

0.1

0.3

0.3

0.6

0.3

0.3

0.2

0.7
0.5
0.4
0.8
3.0

1.9

0.1

0.2

0.1

144

69

22

17

46

42

51

31

35

39

43

41

88

58

11

20

Hermaphrodites with the different genetic backgrounds were individually selected at the mid-L4 stage and transferred to new plates every 24 h until they ceased laying

embryos. Recovered wild-type hermaphrodites were selected at the mid-L4 stage, starved for 5 days and transferred to new plates every 24 h until they ceased laying

embryos. t-test (control vs. recovered). Control fog-1(¢253) and fog-2(q71) animals were individually selected in the mid-L4 stage, mated with well-fed males and

transferred to fresh plates daily until they ceased laying embryos. Recovered virgin fog-1(q253) and fog-2(q71) animals were selected in the mid-L4 stage and starved for

5 days, then individually refed for 1 day, mated with well-fed males and transferred to fresh plates daily until they ceased laying embryos. Virgin fog-1(9253) and fog-2

(971) animals were selected in the mid-L4 stage and placed on food for 6 days, then mated with well-fed males and transferred to fresh plates daily until they ceased

laying embryos. Plates were scored for dead embryos and total progeny. Embryos that did not hatch within 24 h after being laid were scored as dead. Dunn’s test (wild-

type values as control). n.s. non significant.

*P <0.05
** P < 0.01
*** P< 0,001

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.t001

hermaphrodites are temperature sensitive and at the restrictive temperature (25°C) they
exhibit feminized gonads [17]. Under control conditions, single mid-L4 virgin fog-2(q71)

females were crossed with 4 wild-type males overnight and then transferred daily to new Petri

dishes until they ceased laying embryos. For ARD, virgin mid-L4 fog-2(q71) females were

deprived of bacteria for 5 days, then recovered on food for 24 h and crossed with 4 wild-type
males overnight. We compared the brood size and embryonic lethality of control and recov-
ered fog-2 mutant animals. We observed that recovered fog-2(q71) animals produced smaller
broods than control fog-2(q71) animals (56.5% of the brood size of control animals, Table 1,
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Fig 2. Animals subjected to ARD do not recover their fertility due to defects in germ cells. (A) The graph represents the brood size produced by self-
fertilizing control (black) and recovered (red) wild-type animals. Mid-L4 hermaphrodites were allowed to self-fertilize (black) or were starved for 5 days and
then refed (red). The data represent the mean brood size (+SEM) per animal. Statistical significance was determined by the Student’s t-test (P < 0.001). (B)
Quantification of the progeny produced on each day by self-fertilizing control (black line) and recovered (red line) wild-type animals. Time-course data are
displayed as the mean (+SEM) number of progeny per time point. (C) Quantification of sperm produced by wild-type animals under control conditions (black
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line) or subjected to ARD (red line) at several time points: the late-L4 larval stage and 1, 3 and 5 days after the mid-L4 larval stage. The data are displayed as the
mean (£SEM) number of sperm per time point. (D) The number of dead embryos within the progeny of self-fertilizing wild-type animals under control (black)
and recovered conditions (red) was calculated. Data represent the mean number of dead embryos (+SEM) per animal. Statistical significance was determined by
the Mann-Whitney rank sum test (P < 0.001). (E) The graph represents the brood size produced by mating control (black) and recovered (red) wild-type
animals. Well-fed mid-L4 hermaphrodites were individually mated to 4 well-fed wild-type males overnight and were then transferred individually to fresh plates
until they ceased laying eggs (black). For the recovered animals, mid-L4 hermaphrodites were starved for 5 days, then recovered on food and mated to 4 well-fed
1-day-old wild-type males overnight, then transferred individually to fresh plates until they ceased laying eggs (red). The data represent the mean brood size
(+SEM) per animal. Statistical significance was determined by the Mann-Whitney rank sum test (P < 0.024). (F) The number of dead embryos within the
progeny produced by mating wild-type animals under control (black) and recovered conditions (red) to well-fed wild-type males was calculated. Data represent
the mean number of dead embryos (+SEM) per animal. Statistical significance was determined by the Mann-Whitney rank sum test, and the difference was not
significant (n.s.).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.9002

Fig 3A) and showed higher embryonic lethality (1.7-fold; 2.4 + 0.3 dead embryos/worm in fog-
2 control animals vs. 4 + 0.3 dead embryos/worm in fog-2 recovered animals; Table 1, Fig 3B).
To confirm our findings we compared the brood size and embryonic lethality of control
and recovered fog-1(q253) mutant animals. To do so, a group of synchronized hermaphrodite
fog-1(g253) animals were grown from L1-mid-L4 at 25°C and then individually transferred to

a plate with bacteria and 4 wild-type males overnight as a control. Another group of fog-1
(9q253) animals was transferred to plates without bacteria and incubated for 5 days at 25°C. On
the fifth day, the animals were recovered for 24 h in a plate with bacteria and then individually
transferred to plates with bacteria and crossed with 4 wild-type males overnight. Recovered
fog-1(q253) mutant animals showed significantly fewer progeny than control animals (Fig 3A
and Table 1). Additionally, recovered fog-1(q253) mutant animals showed higher embryonic
lethality (1.7-fold; 2.5 + 0.1 dead embryos/worm in fog-1 control animals vs. 4.4 + 0.2 dead
embryos/worm in fog-1 recovered animals; Table 1, Fig 3B). Our results demonstrate that
ARD affects oogenic germ cells to an extent that could interfere with embryo survival long
after starvation has been ended. Since we observed that the effect of ARD was stronger in femi-
nized mutants, we conclude that some genetic backgrounds could be more sensitive than
others.

Oogenic germline starvation response prevents germ cells from entering
oogenesis arrest

Well-fed virgin fog-2 mutant animals’ do not produce sperm; instead, all of their germ cells
develop as oocytes, and the most proximal remain arrested in diakinesis within the gonad [16].
When fog-2 mutant animals are mated after prolonged diakinesis arrest, their fertility and
embryonic viability are severely affected [3]. By the fifth day after L4 molting, well-fed wild-
type hermaphrodites have exhausted their sperm supply and arrested oocytes in diakinesis can
be observed in the gonad (approx. 9) (Fig 4A). During the oogenic germline starvation
response in wild-type animals, oogenesis is delayed but does not seem to be arrested (at least
for the first 3 days after fasting); no stacking oocytes are observed and it is possible to distin-
guish only one developing oocyte per gonad arm ([8] and Fig 4B). In contrast, we observed
stacked oocytes in 5-day-old ARD virgin fog-2 mutant animals (approx. 7, Fig 4D) although
they exhibited fewer stacked oocytes than well-fed 5-day-old virgin fog-2 animals (approx. 11,
Fig 4C). We also observed that fog-1(q253) mutant animals that were starved for 5 days at the
restrictive temperature showed stacked oocytes within their gonads (approx. 4, Fig 4F)
although they presented fewer stacked oocytes than well-fed 5-day-old virgin fog-1 animals
(approx. 8, Fig 4E).

To continue testing whether the oogenic germline starvation response during ARD exerts a
protective effect on germ cells, we compared the quality of germ cells when they were exposed
to prolonged arrest in meiosis under well-fed conditions vs. ARD. We crossed well-fed 6-day-
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Fig 3. Germlines from feminized mutant backgrounds are more sensitive to ARD that those of wild-type animals. (A) The graph represents the brood size
produced by mating virgin fog-2(q71) and fog-1(q253) mutant animals to well-fed wild-type males. Mid-L4 virgin animals from different genetic backgrounds
were mated to 4 well-fed wild-type males overnight, then transferred individually to fresh plates until they ceased laying eggs (black). Mid-L4 virgin mutant
animals were starved for 5 days, recovered on food for 24 h and then mated with 4 well-fed 1-day-old wild-type males overnight, after which they were
transferred individually to fresh plates until they ceased laying eggs (red). Well-fed 6-day-old virgin mutant animals, which exhibited stacked oocytes arrested in
prolonged diakinesis within the gonad, were mated with 4 well-fed 1-day-old wild-type males overnight and then transferred individually to fresh plates until
they ceased laying eggs (green). The data represent the mean brood size (+SEM) per animal. Statistical significance was determined by one-way ANOVA on
ranks, followed by Dunn’s test (P<0.05). (B) The graph shows the number of dead embryos within the progeny produced by mating with well-fed wild-type
males under control conditions (black), recovered conditions (red) and prolonged arrest in diakinesis (green). The data represent the mean number of dead
embryos (+SEM) per animal. Statistical significance was determined by one-way ANOVA on ranks, followed by Dunn’s test (P<0.05). (C) Quantification of
dead embryos within the progeny produced each day by mating with wild-type males under control (black line) and recovered (red line) conditions and
prolonged arrest in diakinesis (green line). Time course data are displayed as the mean (+SEM) number of dead embryos per time point. (D) Number of germ
cells per gonad arm in wild-type and fog-2 (971) and fog-1(q253) mutant animals. The graph represents the average number of germ cells scored using DAPI
staining in dissected gonads during the mid-L4 stage (0) and 5 days after the mid-L4 stage under starvation conditions.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.9003
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Well-fed, Day 5 Starvation, Day 5

Wild type

fog-2(q71)

fog-1(q253)

Fig 4. The gonads of feminized germline mutant animals do not shrink during ARD. Nomarski gonad images of
the indicated genetic backgrounds and conditions. (A) Representative Nomarski image of a well-fed 5-day-old wild-
type hermaphrodite. (B) Nomarski image of a wild-type hermaphrodite that had spent 5 days in ARD. (C) A well-fed
5-day-old virgin fog-2(q71) mutant animal. (D) A virgin fog-2(q71) animal that had been starved for 5 days. (E) A well-
fed 5-day-old virgin fog-1(q253) mutant animal. (F) A virgin fog-1(g253) animal that had been starved for 5 days. In all
images one gonad arm and the oocytes within it are outlined in white; the distal gonad is marked with an asterisk (*);
the arrow points to the proximal gonad. Scale bar = 20 um.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.g004

old virgin fog-2 and fog-1 mutant animals with well-fed wild-type males and determined their
brood size and embryonic lethality, which were compared to those of fog-2(q71) and fog-1
(q253) mutant animals crossed under control and recovered conditions. We found that well-
fed 6-day-old fog-2 and fog-1 mutant animals produced smaller broods (by 17% and 22%,
respectively) than the controls and even smaller broods (by 30.5% and 36.7%, respectively)
than animals recovered after 5 days of ARD (Fig 3A, Table 1).

Additionally, well-fed 6-day-old fog-2 and fog-1 mutant animals exhibited higher embry-
onic lethality than control (by 2- and 2.2-fold, respectively) and recovered animals (1.2- and
1.3-fold, respectively) (Fig 3B and Table 1). We observed that dead embryos were present
mainly during the first day in well-fed 6-day-old fog-2 and fog-1 mutant animals (Fig 3C). Sim-
ilarly, in fog-2 and fog-1 mutant recovered animals, the main peak of dead embryos was
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Table 2. Germ cell quantification per gonad arm in different genetic backgrounds under control and starvation conditions.

mid-L4

WT 1419 +
20°C

fog-2(q71) 143.1 | +

WT 144.7  +
15°C

fog-1(q253) 1435 +

WT 1353  +
25°C

fog-1(q253) 133.5 | +

2.0
22

1.8
1.5

0.8

5 Days post mid-L4

N Control N Starvation N
1.8 49 468.2  + 2.0 38  ** 36.0  + 0.5 54  **
42 3159  + 2.6 47 | ** 141.0 = 1.5 48 | **
30 386.9  + 1.6 20 | ** 355 | £ 0.8 24 | **
30 386.2  + 1.6 30 | ** 36.0 | £ 0.6 25 | **
20 388.5  + 1.8 25 ** 342 | £ 0.7 25 **
30 338.5  + 1.8 30 ** 141.8  + 1.6 25 | n.s.

The gonads of animals under control conditions or starvation were dissected, stained and scored for the number of germ cells using epifluorescence microscopy.

Control animals remained on NGM plates seeded with OP50. For starvation conditions, animals were grown on food from L1 to the mid-L4 larval stage and then

starved for 5 days. Animals were subsequently picked and dissected. The dissected gonads were stained with DAPI and the number of germ cells per gonad arm was

scored under fluorescence microscopy.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.t002

observed on the first day after the cross (Fig 3C). Apparently, the dead embryos were produced
from the oocytes that were arrested in diakinesis for the longest period during ARD. We
observed that embryonic lethality in fog-2(g71) and fog-1(q253) mutant animals was mainly
caused by embryos that resulted from the fertilization of the oocytes that were already present
or produced during ARD and presumably were arrested for a long period of time. We con-
clude that because the oogenic germline starvation response during ARD slows oocyte produc-
tion, oogenic germ cells are prevented from undergoing diakinesis arrest, which preserves
oocyte quality. We suggest that this could explain why feminized germline mutant animals are
more sensitive to ARD than wild-type animals.

During the course of these experiments, we observed that the gonads of fog-2 and fog-1 ani-
mals did not shrink during ARD (Fig 4D and 4F). Our results, as well as those of other similar
approaches reported previously [18], show that feminized mutant animals’ gonads do not
decrease in size, suggesting that ovulation is one of the causes of gonad shrinking during ARD.
To verify that feminized gonads do not shrink during ARD, we quantified the germ cell num-
ber per gonad arm using DAPI staining in control animals and in animals that spent 5 days in
ARD. In well-fed conditions, wild-type animals showed an increase in the number of germ
cells per gonad arm from 141.9 + 1.8 (at mid-L4) to 468.23 + 2.0 (at the fifth day post mid-L4)
(Table 2). Additionally, the number of germ cells per gonad arm decreased progressively dur-
ing starvation from 141.9 + 1.8 (at the mid-L4) to 36.0 £ 0.5 (at the fifth day post mid-L4) (Fig
3D and Table 2). We found that the number of germ cells in fog-2 mutant animals that were
starved for 5 days remained unchanged compared to the number of germ cells per gonad arm
at the mid-L4 stage (143.1 + 2.0 vs. 141.0 £ 1.5; Fig 3D and Table 2). We confirmed this result
using fog-1(g253) mutant animals (Fig 3D and Table 2). Moreover, when fog-1(q253) animals
were maintained at the permissive temperature (15°C) from L1 to adulthood and subjected to
ARD, their gonads were able to shrink similarly to those of the wild-type (Fig 3D and Table 2).
Our results suggested that gonad shrinking during ARD is partially due to ovulation.

Germ cell apoptosis is not required to reduce gonad size during prolonged
starvation

Caspase CED-3 is required for germ cell apoptosis under control and starvation conditions
[19, 20]. Angelo and van Gilst, (2009) previously showed that during ARD, the gonads of ced-3
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(n1286) mutant animals are not able to shrink and they suggested that apoptosis is required
for this process [7]. However, we obtained different results. We exposed mid-L4 ced-3 mutant
animals (alleles 11286, n717 or 0k2734) to prolonged-starvation and we observed that the
gonads of animals harboring all of these alleles were able to shrink during fasting (Fig 5D, 5E,
5G, 5H, 5] and 5K) similarly to those of the wild-type (Fig 5A and 5B).

To verify that the gonads of ced-3 mutant animals shrink similarly to those of wild-type ani-
mals, we quantified the number of germ cells per gonad arm by DAPI staining from the mid-
L4 stage over the next 5 days under control and starvation conditions in animals with the wild-
type and ced-3(n717) and (1286) mutant alleles. We found that ced-3 mutant animals indeed
showed a progressive reduction of the germ cell number per gonad arm during starvation sim-
ilar to that in wild-type animals (Fig 5M and Table 3). Moreover, the gonad size of ced-3
mutant animals recovered when they were refed as efficiently as that of wild-type animals, as
judged by Nomarski microscopy (Fig 5C, 5F, 5 and 5L) and DAPI staining (Table 3). Our
data demonstrate that germ cell apoptosis is not required for gonad shrinking during pro-
longed starvation or gonad regeneration after fasting.

Angelo and van Gilst (2009) also reported that ced-3(n1286) caspase mutant animals were
unable to produce progeny after 15 days of prolonged starvation and suggested that apoptosis
was essential to maintain fertility after fasting [7]. We observed that neither wild-type nor ced-
3(n717 and n1286) mutant animals produced any progeny after spending 15 days in ARD
(N =37, 39 and 42, respectively), even after they were crossed with wild-type males (N = 27, 29
and 30, respectively).

We quantified the progeny produced by well-fed and recovered ced-3 animals (alleles n717
and n1286) and compared the number to that in wild-type animals after spending 5 days in
ARD. Andux and Ellis (2008) previously reported that ced-3 mutant animals (with the n718,
12439, n2921 alleles) produce fewer progeny and exhibit higher embryonic lethality than wild-
type animals in control conditions [3]. Accordingly, we observed that the animals harboring
the ced-3 mutant alleles n717 and n1286 exhibited 40% fewer offspring on average than wild-
type animals under control conditions (Fig 6A and Table 1). When we compared the number
of progeny produced by recovered wild-type animals to that produced by recovered ced-3
mutant animals, we observed that ced-3 mutant animals produced 20-24% fewer progeny on
average than recovered wild-type animals (Fig 6A and Table 1).

As reported by Andux and Ellis (2008), the embryonic lethality of ced-3 mutant animals
under normal conditions was higher than that of the wild-type (3.9-fold higher than the wild-
type for the ced-3(n717) allele and 3.6-fold higher for ced-3(n1286)) ([3]; Fig 6B and Table 1).
After ARD, ced-3(n717) mutant animals exhibited 1.9-fold higher embryonic lethality than
recovered wild-type animals while ced-3(n1286) mutant animals presented 3.2-fold higher
embryonic lethality than recovered wild-type animals (Fig 6B and Table 1).

To counteract the effect of ARD on sperm, we quantified the brood size and embryonic
lethality of ced-3(n717) mutant animals exposed to ARD and subsequently crossed with well-
fed wild-type males. We found that the fertility of recovered ced-3(n717) mutant animals
crossed with well-fed males improved considerably (79% of that in the corresponding control)
even though they did not reach the control brood size (Fig 6C). In control conditions, mated
ced-3(n717) mutant animals exhibited higher embryonic lethality than mated wild-type ani-
mals (7-fold) but their embryonic lethality did not increase further after ARD (8-fold) (Fig 6D
and Table 1). Our results confirmed that apoptosis is important to maintain oocyte quality
under control conditions ([3] and this work). We also observed that apoptosis is important for
fertility and to preserve oocyte quality during ARD; however, it is not essential, as previously
claimed by Angelo and van Gilst (2009) [7].
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Table 3. Germ cells per gonad arm under control, starvation and recovered conditions.
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The gonads of animals under control conditions, starvation and recovery were dissected, stained and scored for the number of germ cells using epifluorescence
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Nomarski images of gonads of wild-type and ced-3 mutant animals starved for 5 days (B, E, H and K). Nomarski images of

gonads of wild-type and ced-3 animals that spent 5 days under starvation and were recovered on food for 3 days (C, F, I

and L). In all images one gonad arm is outlined in white; the distal gonad is marked with an asterisk (*); the arrow points to

the proximal gonad. Scale bar = 20 um. (M) Germ cell nuclei per gonad arm scored in wild-type animals and two ced-3
defective mutants by DAPI staining. The graph shows the average number of germ cell nuclei per gonad arm in control

conditions (solid lines) and during starvation (dotted lines) +SEM at each point.
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We investigated germ cell apoptosis dynamics during ARD. To quantify apoptosis, we used a

germ cell apoptosis reporter Py, ,ced-1::gfp, which is expressed in the sheath cells and sur-
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microscopy. Control animals were placed in NGM plates seeded with OP50 and transferred to fresh plates daily until they ceased laying eggs. For starvation conditions,
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gonads were stained with DAPI, and the number of germ cells per gonad arm was scored under fluorescence microscopy. For recovery, animals that had spent 5 days in
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.t003
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Fig 6. Apoptosis is as important to preserve oocyte quality after ARD as in control conditions but it is not essential for recovering fertility after ARD. (A)
The graph represents the brood size produced by control (black) and recovered (red) wild-type and ced-3 mutant animals. Mid-L4 hermaphrodites of the
different genetic backgrounds were allowed to self-fertilize (black) or were starved for 5 days and then refed (red). The data represent the mean brood size
(+SEM) per animal. Statistical significance was determined by the t-test (WT control vs. recovered) or by ANOVA on ranks and Dunn’s test for multiple
comparisons. (B) The number of dead embryos within the progeny of self-fertilizing wild-type and ced-3 mutant animals under control (black) and recovered
conditions (red) was calculated. The data represent the mean number of dead embryos (+SEM) per animal. Statistical significance was determined by the
Mann-Whitney rank sum test (P < 0.001) (WT control vs. recovered) or by ANOVA on ranks and Dunn’s test for multiple comparisons. (C) The graph
represents the brood size produced by mating control (black) and recovered (red) animals of the different genetic backgrounds. Well-fed mid-L4
hermaphrodites were individually mated with 4 well-fed wild-type males overnight, then transferred individually to fresh plates until they ceased laying eggs
(black). For the recovered animals, mid-L4 hermaphrodites were starved for 5 days, then recovered on food and immediately mated with 4 well-fed 1-day-old
wild-type males overnight and transferred individually to fresh plates until they ceased laying eggs (red). The data represent the mean brood size (+SEM) per
animal. Statistical significance was determined by the Mann-Whitney rank sum test (P < 0.024) in wild-type populations and by the Student’s t-test (P < 0.001)
in ced-3(n717) populations. (D) The number of dead embryos within the progeny produced by mating animals of the different genetic backgrounds under
control (black) and recovered conditions (red) to well-fed wild-type males was calculated. Data represent the mean number of dead embryos (+SEM) per
animal. Statistical significance was determined by the Mann-Whitney rank sum test.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.9006
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days (Table 4). After one day of starvation, we observed an increase of 1.6-fold in apoptosis
compared to control conditions, with an average of 4.9 germ cell corpses per gonad arm over
the following days (Fig 7A and Table 4).

It is remarkable that germ cell apoptosis continues and is very active during prolonged star-
vation particularly because germ cell proliferation stops after 30 minutes of fasting [9] and the
gonad is completely shrunken after the fifth day. To quantify the proportion of germ cells that
were being eliminated by apoptosis during starvation versus those that remained in the starved
gonad, we determined the number of germ cells per gonad arm in dissected gonads under con-
trol and fasting conditions, using DAPI (4°,6’-diamino-2-phenylindole) staining. We found
that under control conditions the number of germ cells per gonad arm increased gradually
with age until day 4 post-mid-L4, after which the numbers of germ cells per gonad arm were
similar (approx. 534.2 germ cells/gonad arm) (Fig 7B and Table 5). During prolonged-starva-
tion, the germ cell number decreased gradually until reaching the minimal number at day 6
post-mid-L4, then remained almost unchanged over the course of the experiments (38.1 germ
cells/gonad arm on average) (Fig 7B and Table 5).

We quantified the percentage of germ cells eliminated by apoptosis (Table 4) and compared
it to the number of germ cells present in the gonad (Table 5) under control conditions and
during starvation. We found that under control conditions, approximately 1.91% of the total
number of germ cells appeared as germ cell corpses at each time point. However, during star-
vation the percentage of germ cell corpses was considerably higher at each point compared to
the control conditions (average of 9.27% of the total number of germ cells) (Fig 7C). Our data
show that germ cell apoptosis increases up to 4.8-fold during the oogenic germline starvation
response and continues under these conditions.

To test whether germ cell corpse clearance is affected during starvation, we quantified germ
cell corpse engulfment in animals exposed to 1-5 days of starvation by time-lapse microscopy
(see methods). We found that the timing of germ cell corpse clearance was not extended dur-
ing the first 5 days of prolonged starvation compared to the control (approx. 55 minutes (pro-
longed starvation), similar to the control time of 58 minutes) (Fig 7D, Table 6). Our results
demonstrate that the process of germ cell corpse engulfment remains active during prolonged
starvation.

Germ cell apoptosis can be triggered by DNA damage or meiosis defects via CEP-1, the C.
elegans p53 homologue [21-24]. cep-1 mutant animals do not show increased germ cell apo-
ptosis after DNA damage or meiosis defects. To test whether the germ cell apoptosis during
prolonged starvation is regulated by DNA damage or meiosis defects, we quantified germ cell
apoptosis in a cep-1 mutant background [25]. We starved mid-L4 ced-1:gfp and cep-1(gk138);
ced-1:gfp animals for 5 days and scored the number of germ cell corpses and the number of
germ cell nuclei per gonad arm daily (see Methods). ced-1:gfp and cep-1(gk138);ced-1:gfp ani-
mals showed similar germ cell apoptosis levels in control and starvation conditions (Fig 8A),
and the number of germ cell nuclei was progressively reduced during starvation (Fig 8C). Our
results indicate that the proportion of germ cells eliminated by cell death was similar in the
two genetic backgrounds (Fig 8E) suggesting that the increased germ cell apoptosis observed
during ARD is not a consequence of DNA damage or defects during meiosis.

In our previous work, we found that lin-35/Rb is essential for inducing germ cell apoptosis
during starvation [26]. Hence, we asked whether the high germ cell death triggered during
ARD depended on lin-35 and we found that it partially did. To demonstrate this, we subjected
ced-1::gfp (control) and lin-35(n745);ced-1::gfp animals to 5 days of starvation beginning in the
mid-L4 stage and determined germ cell apoptosis dynamics during ARD (Fig 8B). As previ-
ously reported [27], we found that lin-35(n745);ced-1::gfp mutant animals showed lower germ
cell apoptosis compared to ced-1:gfp animals in well-fed conditions (Fig 8B). As previously
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Table 4. Germ cell apoptosis dynamics under control and starvation conditions.
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The number of germ cell corpses was scored using ced-1::gfp animals under epifluorescence microscopy. Control mid-L4 hermaphrodites were placed in NGM plates

seeded with OP50 and transferred to fresh plates daily until they ceased laying eggs; the animals were picked daily for up to 10 days and mounted with 20 ul of 0.01%

tetramisole in M9 on 2% agarose pads. For starvation conditions, mid-L4 animals were placed in unseeded NGM plates and transferred to fresh plates daily similar to

the control animals; the animals were picked daily for up to 10 days and mounted with 20 pl of 0.01% tetramisole in M9 on 2% agarose pads. n.s. non significant

*P <0.05
** P <0.01,

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.t004

reported [26], we also observed that after 24h of starvation, lin-35(n745);ced-1::gfp animals do
not increase their number of germ cell corpses (Fig 8B). However, it is important to remember
that during prolonged starvation the number of germ cells progressively decreased (Fig 8D),
which could explain why we observed lower apoptosis levels in the [in-35 mutant background
on subsequent days (Fig 8B). We calculated the proportion of germ cells eliminated by apopto-
sis versus the germ cell number as we did previously (Fig 7C) and observed that germ cell apo-
ptosis increased in the lin-35 mutant background although it never reach control levels (Fig
8F). We concluded that lin-35 is partially responsible for germ cell apoptosis induction during
ARD, but there is an unknown mechanism that also triggers germ cell apoptosis under these

conditions.

The gonads of daf-2 deficient animals shrink in the presence of food similar

to the oogenic germline starvation response

In an attempt to reveal the molecular mechanisms that govern the oogenic germline starvation
response, we subjected mid-L4 hermaphrodites of different genetic backgrounds to starvation
for 5 days, followed by refeeding for 3 days, to test the capacity of their gonad to shrink and
regenerate. We chose the gene candidates based on their known roles in the stress response or
in germ cell proliferation. We tested the C. elegans retinoblastoma ortholog lin-35/Rb because
it is essential for inducing apoptosis in short-term starvation [26] and partially required for
inducing germ cell apoptosis in ARD (this work). We tested the daf-16/FoxO transcription fac-
tor due to its implication in the regulation of dauer diapause [28, 29]; the skn-1/NrF and pha-
4/FoxA transcription factors due to their roles in dietary restriction and other types of stress
responses [30]; the alg-1 Argonaut ortholog due to its role in microRNAs pathway regulation
and germ cell proliferation [13]; the rsks-1 putative ribosomal protein S6 kinase, which has
been implicated in resistance to starvation and, together with the eIF4E/ife-1, which regulates

the germline cell cycle progression during development [31, 32]; the gene encoding the
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Fig 7. Germ cell apoptosis is increased and continues during ARD. (A) The ced-I::gfp transgene was used to visualize the number of germ cell corpses per
gonad arm (see Materials and methods) for 10 days in control (black line) and starvation conditions (red line). The average number of germ cell corpses per gonad
arm is shown with SEM. (B) DAPI staining was used to quantify the number of germ cells per gonad arm (see Materials and methods) for 10 days in control
(black line) and starvation (red line) conditions. The average number of germ cells per gonad arm is shown with SEM. (C) The percentage of germ cell corpses
among the total germ cells per gonad arm in fed animals (black line) and during starvation (red line) was calculated. (D) The time of germ cell corpse clearance
was recorded every day after 1-5 days post-mid-L4 (see Materials and methods) in control (black bars) and starvation (red bars) conditions.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.9007

TIS11-like zinc-finger-containing protein gla-3 mutant, which exhibits increased germline
apoptosis [33]; and the p53 C. elegans ortholog cep-1, which is required for the DNA damage
response [34]. None of the tested genes were required to shrink the gonad during the oogenic
germline starvation response or to regenerate upon refeeding (Table 7).

The insulin/insulin receptor signaling (IIS) pathway has been established as a link between
nutrient availability and homeostasis in species ranging from worms to humans. This pathway
is maintained through the activity of insulin-like molecules that bind to the insulin receptor.
In C. elegans, more than 40 peptides related to insulin bind to the insulin receptor/DAF-2 to
negatively regulate the DAF-16/FoxO transcription factor. Thus, mutations in the insulin
receptor/DAF-2 promote the transcription of target genes through the activity of DAF-16/
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Table 5. The number of germ cells per gonad arm under control and starvation conditions.

ced-1:gfp

Days post mid-L4 Control N | Starvation N
0 172.2 | = 4.57 45 172.2 | £ 4.57 45
1 359.6 | £ 21.88 15 138.4 | = 4.72 42
2 406.1 | £ 21.23 15 89.4 | + 3.04 30
3 487.3 | + 20.82 17 56.0 | £ 1.83 31
4 506.8 | £ 10.94 15 484 | + 3.02 27
5 505.1 | £ 19.53 18 43.6  * 1.37 35
6 5213 | £ 14.82 18 372 £ 1.18 30
7 509.6 | £ 11.76 16 378 | £ 0.75 24
8 5459 | £ 13.44 17 378 | £ 1.04 38
9 548.6 | £ 8.19 17 384 |+ 1.19 34
10 574.7 | £ 6.56 15 384 | £ 1.19 38

The gonads of animals under control conditions and starvation were dissected, stained and scored for the number of germ cells using epifluorescence microscopy.
Control animals were placed in NGM plates seeded with OP50 and transferred to fresh plates daily until they ceased laying eggs. For starvation conditions, animals were
placed in unseeded NGM plates and transferred to fresh plates daily, similar to the control animals. Animals were picked and dissected. The dissected gonads were

stained with DAPI and the number of germ cells per gonad arm was scored under fluorescence microscopy.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.t005

FoxO to cope with nutrient scarcity and other types of stress [35]. This pathway regulates
entry to dauer diapause, a well-studied diapause stage in C. elegans that occurs between larval
stages L1-L2 in response to different cues, including a lack of food [36].

To test the role of daf-2 in the oogenic germline starvation response, we used the tempera-
ture-sensitive mutant daf-2(e1370) [37]. Synchronous populations of wild-type or daf-2(e1370)
animals were grown from hatching to mid-L4 at the permissive temperature (15°C) (Fig 9A
and 9D, respectively) and then transferred to the restrictive temperature (25°C) for 5 days in
the absence of food. We found that the gonads of daf-2(e1370) mutant animals grown at the
restrictive temperature (25°C) and starved for 5 days were able to shrink similarly to those of
the wild-type animals (Fig 9E and 9B; Table 7) suggesting that daf-2 is not required for the
oogenic germline starvation response.

Table 6. Germ cell corpse clearance under control and starvation conditions.

WT

Days post mid-L4 Control N | Starvation N
0 No corpses detected 25 | No corpses detected 25
1 60.7 | + 1.51 9 54.6  * 1.47 * 9
2 57.4 | £ 1.89 9 58.7 | % 1.74 n.s. 9
3 57.3 | £ 2.63 9 529 % 1.61 9
4 594 | £ 1.74 8 55.6 | * 2.15 n.s. 8
5 599 | £ 1.97 8 52.0 % 2.50 8

The timing of germ cell corpse clearance under control and starvation conditions was scored using a long-term immobilization technique and Nomarski microscopy at
60x magnification. Control mid-L4 hermaphrodites were placed in NGM plates seeded with OP50, picked daily for up to 5 days and immobilized with 0.5 pl of a
polystyrene bead suspension on 10% agarose pads to observe an individual germ cell corpse and determine its clearance time in minutes. For starvation conditions, mid-
L4 hermaphrodites were placed in unseeded NGM plates, picked daily for up to 5 days and then immobilized with 0.5 ul of a polystyrene bead suspension on 10%
agarose pads to observe an individual germ cell corpse and determine its clearance time in minutes. The Holm-Sidak test for comparisons within groups was used. n.s. =
non significant

*P <0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.t006
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Fig 8. Germ cell apoptosis is p53 independent and partially regulated by lin-35/Rb during ARD. (A-B) cep-1(gk38);ced-1::gfp, lin-35(n745);ced-1::gfp and ced-1::
gfp animals were used to visualize the number of germ cell corpses per gonad arm (see Materials and methods) for 5 days in control (solid lines) and starvation
conditions (dotted lines). The average number of germ cell corpses per gonad arm is shown with the SEM. (C-D) DAPI staining was used to quantify the number of
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germ cells per gonad arm (see Materials and methods) for 5 days in control (solid lines) and starvation conditions (dotted lines). The average number of germ cells
per gonad arm is shown with the SEM. (E-F) The percentage of germ cell corpses among the total germ cells per gonad arm in fed animals (solid lines) and during
starvation (red lines) conditions was calculated.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.9008

Unexpectedly, we observed that the well-fed control mid-L4 daf-2 mutant animals grown at
the restrictive temperature for 5 days exhibited shrunken gonads in the presence of food (Fig
9F) when their gonads were compared to those of the wild-type animals (Fig 9C). We decided
to quantify the germ cell number per gonad arm at the mid-L4 stage and 5 days after IIS path-
way inactivation in the presence of food using daf-2(e1370) mutant animals and the wild-type
as a control. We found that in wild-type animals, the germ cell number increased from
140.6 £ 1.2 at mid-L4 to 380.8 + 3.4 5 days post-mid-L4. However, daf-2(e1370) mutant ani-
mals did not show the same increase; instead, the number of germ cell nuclei per gonad arm
was reduced from 137.6 + 1.0 at mid-14 to 77.2 + 1.5 5 days post-mid-L4 (Fig 91 and Table 8).

The transcription factor daf-16/FoxO is activated when the daf-2 signal is absent [38]. As
we previously showed, daf-16 is not required to shrink the gonad during ARD, but we tested
whether gonad shrinking induced in the absence of daf-2 in the presence of food requires daf-
16. To test this, daf-16(m26);daf-2(e1370) double mutant animals were grown from hatching
to mid-L4 on food at the permissive temperature and then shifted to 25°C for 5 days (Fig 9G
and 9H). We observed that the gonads of animals lacking daf-2 did not shrink in the presence
of food when daf-16 was not present. We quantified the germ cell number in this double
mutant genetic background and found that the number of germ cells increased from
136.4 £ 0.7 at mid-L4 to 382.2 * 2.5 5 days after IIS pathway inactivation in the presence of
food (Fig 91 and Table 8). These results suggest that inactivation of daf-2 in well-fed animals
might trigger a mechanism similar to ARD that requires daf-16/FoxO.

Table 7. The oogenic germline starvation response in different genetic backgrounds.

Genotype Relevant function for this study References | Human ortholog Starvation response | Re-feeding
WT Control [7, 8] - Shrunken gonad Completely
recovered
ced-3(n1286) The only effector caspase [7, 20] Isoform 1 Caspase-2 Shrunken gonad Completely
recovered
Not required Not required
ced-3(n717) The only effector caspase [7,20] Isoform 1 Caspase-2 Not required Not required
ced-3(0k2734) The only effector caspase Isoform 1 Caspase-2 Not required Not required
lin-35(n745) Causes starvation-induced germline apoptosis [26] Rb Not required Not required
daf-16(mgDf50) Regulates dauer diapause [28] FoxO Not required Not required
skn-1(zul35) Dietary restriction and other stresses response [30] Nrf Not required Not required
pha-4(zu225) Dietary restriction and other stresses response [30] FoxA Not required Not required
alg-1(gk214) miRNA pathway and proliferation [13] Argonaut Not required Not required
rsks-1(0ok1255) Increases resistance to starvation [31] Putative ribosomal protein Not required Not required
S6K
ife-1(bn127) Regulates germline progenitor number [32] elF4e Not required Not required
gla-3(op212) Increased germline apoptosis [33] - Not required Not required
cep-1(gk138);ced-1:: | Regulates DNA-damage-induced germline [34] p53 transcription factor Not required Not required

apoptosis

Hermaphrodites from the different backgrounds were selected at the mid L4, starved for 5 days and observed daily under Nomarski microscopy to compare their gonad
size to that under the oogenic germline starvation response using WT hermaphrodites as a control. At day 5, the hermaphrodites were refed for 3 days and observed

daily under Nomarski microscopy to determine their gonad recovery, using WT hermaphrodites as a control.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.t007
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Fig 9. Long-term IIS pathway inactivation mimics the entry to ARD in the presence of food. Mid-L4 wild-type, daf-2(e1370) and daf-16(m26); daf-2(e1370)
larvae were fed until mid-L4 at 15°C (A, D and G, respectively). Wild-type and daf-2(e1370) mid-L4 larvae starved for 5 days at 25°C (B, E). Nomarski images of
well-fed wild-type, daf-2(e1370) and daf-16(m26); daf-2(e1370) animals grown until mid-L4 at 15°C, then upshifted to 25°C for 5 days (C, F and H). In all images
one gonad arm is outlined in white; the distal gonad is marked with an asterisk (*); and the arrow points to the proximal gonad. Scale bar = 20 um. (I)
Quantification of the number of germ cell nuclei per gonad arm during prolonged IIS pathway inactivation. Animals were grown from L1 to the mid-L4 stage at the
permissive temperature and then upshifted to the restrictive temperature for 5 days. Dissected gonads were stained using DAPI in each condition. The graph shows
the average number of germ cell nuclei per gonad arm (+SEM). (J) Ovulation rate determination during IIS pathway inactivation. Animals were grown from L1 to
the mid-L4 stage at the permissive temperature and then either upshifted to the restrictive temperature or maintained in the permissive temperature for 1 day.
Animals were individually picked and scored for the number of embryos in utero, then placed in plates for 4 h and finally scored for the number of embryos in utero.
The ovulation rate was calculated as follows: (final number of embryos—initial number) / (2 * 4 h). The graph shows the average number of ovulations per gonad
arm per hour (+SEM).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.9009

To test whether IIS pathway inactivation could mimic entry to ARD even in the presence of
food, we determined the ovulation rate in 1-day-old wild-type and daf-2(e1370) and daf-16
(m26);daf-2(e1370) mutant animals grown from L1 to mid-L4 at 15°C that were late upshifted
to 25°C in the presence of food. It has been reported that ARD causes a delay in the ovulation
rate [8]. Wild-type animals ovulate more frequently when upshifted to 25°C (N = 30) (Fig 9]).
In contrast, daf-2(e1370) animals showed no increase in the ovulation rate when upshifted to
25°C (N = 33). However, daf-16(m26);daf-2(e1370) mutant animals continued to exhibit a slo-
wed ovulation rate (N = 33) (Fig 9]).

Another feature of the oogenic germline starvation response is that the ovulation rate is lim-
ited by the rate of oocyte growth [8]. Starved animals almost always form only a single oocyte
at a time in each gonad arm ([8], Figs 1F and 9B). However, gonads from daf-2(e1370) animals
grown at 25°C in the presence of food did not exhibit this phenotype (Fig 9E). We concluded
that DAF-2 might participate in the oogenic germline response but that it is not the only signal
that participates in this phenomenon. It is also possible that because the daf-2 mutation results
in pleiotropic phenotypes, it is not easy to study its role in the oogenic germline response.

Discussion

Angelo and van Gilst (2009) reported a novel type of adult reproductive diapause for the first
time while studying reproduction when nutrients are limited. They showed that crowded pop-
ulations of mid-L4 larval stage animals subjected to starvation delay their reproductive cycle
and are able to live for up to 30 days without food. Furthermore, when conditions are restored,
these animals resume their reproductive cycle and live out a normal lifespan. During ARD, the
gonad experiences reversible germ cell loss and size reduction; when animals are returned to
food, the gonad regenerates in terms of both germ cell number and size [7].

Later, Seidel and Kimble (2011) studied ARD in depth. They showed that germline shrink-
age occurs in all oogenic germlines, from the mid-L4 to adult stages, and practically all
shrunken gonads regenerate upon refeeding if bagging is prevented. Seidel and Kimble (2011)

Table 8. Quantification of germ cell number per gonad arm in different genetic backgrounds on food.

5 Days post mid-L4

mid-L4 N|15°C N 25°C N
WT 140.6 | + 1.2 37 339.0 | + 2.0 35 380.8 | + 3.4 20
daf-2(e1370) 137.6 | + 1.0 42 337.0 | £ 1.4 44 772 | £ 1.5 41
daf-16(m26);daf-2(e1370) 136.4 | + 0.7 43 3423 | + 1.7 43 3822 | + 2.5 22

The gonads of animals were dissected, stained and scored for the number of germ cells using epifluorescence microscopy. Animals were grown in NGM plates seeded
with OP50 from hatching to mid-L4 at 15°C and then incubated on food at 15°C or 25°C for 5 days. Animals were picked and dissected. The dissected gonads were

stained with DAPI and the number of germ cells per gonad arm was scored under fluorescence microscopy.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.t008

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265 June 13,2019 24/30


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.g009
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265.t008
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218265

@ PLOS|ONE

Apoptosis partially protects germ cells from starvation during ARD

showed that embryo production continues during prolonged starvation, and it is possible to
distinguish one or two viable-looking embryos within the uterus, which are a product of recent
fertilizations, indicating that oocyte production and fertilization are active but considerably
delayed in starved animals; however, embryo viability is severely impaired during starvation.
They also showed that population density is not a prerequisite for inducing or maintaining the
starvation response in starved animals and suggested that this phenomenon is not a form of
diapause [8].

Despite not supporting the existence of the ARD proposed by Angelo and van Gilst (2009),
Seidel and Kimble (2011) coined the term “oogenic germline starvation response” referring to
the germline plasticity controlled by nutritional cues [8]. They also reported that starvation
causes reversible cell-cycle quiescence in adult germline stem cells, reducing the number of M-
phase cells under 30 minutes of starvation and rapidly re-establishing their number upon
refeeding [9].

Our results support the following conclusions: Long-term exposure to fasting compromises
the animals’ reproductive capacity, and the oogenic germline starvation response prevents
oogenic germ cells from undergoing prolonged arrest in diakinesis by slowing oocyte produc-
tion. In contrast to Angelo and van Gilst (2009), we demonstrated that apoptosis is not the
cause of gonad shrinkage during ARD and that it is not essential for fertility recovery after
ARD. Instead, we propose that once germ cell proliferation stops, ovulation contributes to
gonad shrinking during the oogenic germline starvation response. Germ cell apoptosis is
increased during ARD and continues during prolonged starvation. Germ cell apoptosis during
ARD is not induced by DNA damage or chromosome segregation errors during meiosis but is
partially regulated by lin-35/Rb. We also found that during ARD an unknown mechanism trig-
gers germ cell apoptosis. Finally, we suggest that inactivation of the IIS signaling pathway trig-
gers gonad shrinking in the presence of food that might resemble the oogenic germline
response.

ARD compromises fertility by affecting oogenic germ cells

In the present work, we showed that fertility is affected after ARD (Figs 2, 3 and 6). Although
recovered animals exhibit restoration of fertility upon refeeding, none of the genetic back-
grounds tested (N2, fog-1, fog-2 and ced-3) produced broods that were as large as those of the
controls by self-fertilization or mating. Angelo and van Gilst (2009) proposed that the fecun-
dity of self-fertilizing animals depended on the survival of functional sperm during starvation
[7]. However, we observed that, at least during the first 5 days of starvation, the sperm number
remained unchanged.

Several authors have used embryonic lethality to reflect oocyte quality [3, 39]. Our results
showed that animals produce more dead embryos when they use their self-sperm to fertilize
oocytes after recovery from 5 days of starvation than their respective controls (Figs 2 and 6).
We showed that recovered self-fertilizing hermaphrodites produce dead embryos during the
entire reproductive period (Fig 2). However, recovered fog-1(q253) and fog-2(q71) females
produced the majority of dead embryos during the first two days after mating (Fig 3), which
suggests that the self-sperm exposed to starvation and used to fertilize oocytes in wild-type ani-
mals had been compromised. Moreover, when well-fed male sperm were provided, the
oogenic germ cells produced during starvation were prone to produce dead embryos after fer-
tilization. Our results suggest that the self-fertilizing capacity of hermaphrodites is not only
compromised by the sperm number, but also by oogenic germ cell exhaustion after ARD. Itis
worth noting that the effects of ARD on sperm capacity remain unclear. Further studies are
needed to determine the effect of ARD on sperm quality.
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Oogenesis arrest is prevented by the oogenic germline starvation response

In the C. elegans germline, the presence of food and sperm promotes meiotic progression and
oogenesis. Sperm depletion causes prolonged diakinesis arrest in the proximal gonad due to
oocyte stacking, and starvation halts meiotic progression in the pachytene region [40]. In
replete conditions and the presence of sperm, hermaphrodites ovulate every ~20 minutes per
gonad arm, while during ARD, hermaphrodites exhibit slowed oogenesis and produce one
oocyte at a time, and the next oocyte production starts once the fully grown oocyte is ovulated,
which occurs approx. every ~8 h per gonad arm, regardless of the presence of sperm [8]. The
oocytes that experience longer arrest in diakinesis are more likely to produce dead embryos
[3]. We demonstrated that at day 5 post-mid-L4, in the presence of food, fog-1 and fog-2 ani-
mals actively produced and stacked as many oocytes as possible, while under starvation condi-
tions fog-1 and fog-2 animals produced and stacked fewer oocytes within their gonads (Fig 4).
When mated, well-fed 6-day-old fog-I and fog-2 animals produced smaller broods and more
dead embryos than fog-1 and fog-2 animals recovered from starvation, suggesting that slowing
oogenesis during starvation is a beneficial mechanism for preserving the reproductive capacity
and oocyte quality.

Apoptosis is important to preserve oocyte quality during ARD; however, it
is not essential for fertility and gonad shrinking

In this study, we demonstrated that ced-3 mutant animals respond to starvation by shrinking
their gonads during ARD and partially recover their fertility upon refeeding (Figs 5 and 6). In
contrast to Angelo and van Gilst (2009), who reported that apoptosis-deficient ced-3(n1286)
animals subjected to 15 days of starvation did not show loss of germ cell nuclei or gonad
shrinkage, and did not produce progeny after ARD [7]. In fact, we observed that wild-type ani-
mals and ced-3 deficient mutants are unable to produce progeny after spending 15 days under
starvation, either by self-fertilization or mating with well-fed wild-type males.

As previously reported [3], we observed that apoptosis-deficient mutants produced fewer
offspring and exhibited higher embryonic lethality under control conditions compared to the
wild-type animals. In this paper, we show that the apoptosis-deficient animals that were recov-
ered from 5 days of starvation produced even fewer offspring and exhibited higher embryonic
lethality than the wild-type animals. Our results suggest that apoptosis is important to preserve
oocyte quality in control or prolonged starvation conditions.

Germ cell apoptosis continues during ARD

Our work shows that apoptosis is increased during prolonged starvation and continues to be
high during ARD. Germ cell apoptosis is required during oogenesis for properly allocating
resources within the gonad and ensuring oocyte quality [3, 41]. Apoptosis increases with age
under control conditions and continues in later life contributing to gonad degeneration [41,
42]. We found that increased germ cell apoptosis during ARD is not triggered by cep-1/p53,
suggesting that it is not caused by DNA damage or meiotic defects.

Furthermore, germ cell apoptosis can be triggered when animals face different types of
stress [19]. Previously, we reported that one-day-old animals exposed to 6 h of starvation pre-
sented a 2-fold increase in the number of germ cell corpses, for which lin-35/Rb is responsible
[19, 26]. Unexpectedly, we found that apoptosis seems to be induced during ARD by lin-35/Rb
and an unknown mechanism.

Why is germ cell apoptosis elevated during ARD? Our results support the notion proposed
by Andux and Ellis (2008) that germ cell death serves as a mechanism to redistribute resources
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in the gonad [3]. The biological significance of this mechanism might be that it ensures oocyte
production only under suitable conditions. At the mid-L4 stage when ARD entry is promoted,
some germ cells have already committed to the meiotic oogenic cell fate, which is irreversible;
however, completion of meiosis and development into a mature oocyte takes several hours.
Thus, we think that the germ cell apoptosis observed during ARD might arise from the germ
cells that escape the mitotic cell fate but, due to lack of resources, are eliminated by apoptosis.

DAF-2 inactivation causes gonad size reduction in the presence of food

We sought to investigate the molecular mechanism that governs the oogenic germline starva-
tion response during ARD. We tested some genes involved in the regulation of dauer diapause,
L1 arrest and other genes implicated in germ cell apoptosis and proliferation and demon-
strated that only IIS in the mid-L4 larval stage caused a reduction in gonad size even in the
presence of food (Table 8 and Fig 9). We propose that IIS pathway inactivation might trigger a
response that mimics the entry into ARD in well-fed conditions, since animals show a reduced
gonad size (Fig 9). Similarly, daf-2 animals slow ovulation when they reduced their gonad size
suggesting that daf-2 might participate in ARD signaling; however, the shrunken gonads of
daf-2 animals do not form one single oocyte at a time as that of the ARD gonads, and daf-2 is
not essential for the gonad shrinking during ARD. Although our results provide some evi-
dence of the pathway that governs the oogenic germline starvation response, further informa-
tion is still needed for a better understanding of the precise molecular mechanism that
controls reproduction under starvation conditions.
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