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RESUMEN

Las MCTP’s (Multiple C2 Domain and Transmembrane Region Protein) son proteinas
con tres dominios C2 que permiten la unién a Ca?* y dos regiones transmembranales. La
similitud de MCTP’s con otras proteinas como las sinaptotagminas, sinaptotagminas
extendidas y ferlinas, sugiere que podrian estar relacionadas con la fusién de
membranas, el trafico vesicular y la exocitosis. Con el fin dilucidar la funcion de estas
proteinas, se han realizado varios estudios en donde se han localizado en el reticulo
endoplasmico y en endosomas y se le ha asociado con la homeostasis presinaptica y el
trafico de membranas en diferentes tipos celulares. Por otra parte, la proteina WDFY-2
(WD repeat and FYVE domain-containing protein 2), se caracteriza por tener cinco
secuencias repetidas WD que le permiten interaccionar con otras proteinas y un dominio
FYVE que le permite anclarse a compartimientos celulares cuyas membranas sean ricas
en fosfatidilinositol 3-fosfato. Esta proteina al igual que MCTP ha sido ubicada en
endosomas y participa en los procesos de trafico vesicular y de transduccion de senales.
Para determinar la posible interaccion de ambas proteinas, en este proyecto se utilizé
como modelo experimental al nematodo Caenorhabditis elegans y se analizaron varios
comportamientos en cepas mutantes del gen mctp-1y mutantes del gen wdfy-2, asi como
de la cepa doble mutante mctp-1; wdfy-2. Se encontré que la usencia de funcién de los
genes mctp-1 y wdfy-2 generan cambios en la longitud del nematodo, en las tasas de
endocitosis y de ovoposicion, en la velocidad de movimiento, en el numero de coleteos,
en el comportamiento, en la distribucion de lipidos y en la actividad sinaptica. Estos
hallazgos ayudan a comprender la importancia de estos genes en diversas funciones

biolégicas del nematodo.



ABSTRACT

MCTP’s (Multiple C2 Domain and Transmembrane Region Protein) are proteins with
three C2 domains that allow binding to Ca?" and two transmembrane regions. The
similarity of MCTP’s to other proteins such as synaptotagmins, extended synaptotagmins
and ferlins, suggests that they could be related to membrane fusion, vesicular traffic and
exocytosis. In order to determine the function of these proteins, several studies have
localized these proteins in the endoplasmic reticulum and endosomes and has been
associated with presynaptic homeostatic control and membrane trafficking in different cell
types. On the other hand, the WDFY-2 (WD repeat and FYVE domain-containing protein
2), is a protein characterized by having five repeated WD sequences that allow it to
interact with other proteins and a FYVE domain that allows it to be anchored to cell
compartments whose membranes are rich in phosphatidylinositol 3-phosphate. This
protein, like MCTP, has been located in endosomes and is involved in vesicular traffic and
signal transduction. To determine the potential interaction of both proteins, in this project
we used the nematode Caenorhabditis elegans as experimental model and several
behaviors were analyzed in mutant strains of the mctp-1 gene and wdfy-2 gene as well as
the double mutant strain mctp-1/wdfy-2.1t was found that the loss of the function of the
mctp-1 and wdfy-2 genes caused changes in nematode length, endocytosis and
oviposition rates, in the speed of movement, in the number of thrashes, in behavior, in

lipid distribution and synaptic activity
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INTRODUCCION

El ion Ca?* es fundamental para la propagaciéon del impulso nervioso. La interaccion de
este ion con proteinas que permiten ejecutar la liberacion de los neurotransmisores
empaquetados en vesiculas sinapticas se lleva a cabo a través de dominios de
interaccion con Ca?* llamados dominios C2. Entre las proteinas que incluyen este dominio
se encuentran las sinaptotagminas, ferlinas y rabfilina (Guillen et al., 2013). Estas
proteinas con dominios C2 forman complejos estructurales con otras proteinas de
diversas familias que permiten el control de la liberacién de neurotransmisores. Existen
varias otras proteinas con dominios C2 cuyo papel no ha sido ampliamente explorado y
tampoco se conoce sobre sus interacciones y como podrian estar involucradas en la
neurotransmisién. En este trabajo se estudié la funcion de una de estas proteinas: la
proteina MCTP (multiple C2 domain proteins with two transmembrane regions) y su
posible interaccion con la proteina de andamiaje WDFY-2 (WD repeat and FYVE domain-
containing protein 2). Para abordar este estudio se utiliz6 como modelo experimental al

nematodo Caenorhabditis elegans.

Las proteinas MCTP contienen tres dominios C2 (C2A, C2B y C2C) localizados en el
citosol que incluyen residuos de aspartato en su estructura y permiten la unién del Ca?*,
ademas tienen dos regiones transmembranales (TMRs) que anclan a la proteina a
vesiculas intracelulares. Entre TMR1 y TMR2 se forma un bucle que se localiza en el
lumen vesicular, como en el reticulo endoplasmico y endosomas (Shin et al., 2005,
Espino-Saldana et al 2020, Téllez-Arreola et al., 2020).

Estudios recientes mostraron que el gen mctp-1 del nematodo C. elegans tiene dos
promotores funcionales, uno que dirige la expresion en el sistema nervioso y otro en
células de la espermateca (Téllez-Arreola et al.,, 2020). La delecion del gen mctp-1
reduce la tasa de ovoposicidn, velocidad de desplazamiento y la curvatura del gusano
(Tellez-Arreola et al., 2020). Adicionalmente, los mutantes son resistentes al bloqueador
de la acetilcolinesterasa aldicarb, lo que sugiere un papel en la funcién presinaptica,

similar al que se le ha atribuido en Drosophila melanogaster (Geng et al., 2017). Sin



embargo, actualmente no se conoce con certeza cual es el papel funcional de las
proteinas MCTP.

Por otro lado, el interactoma de C. elegans (Boxem et al., 2008) revela que MCTP-1
posiblemente interacciona con una proteina que se localiza en endosomas, la proteina
WDFY-2. Esta proteina contiene sitios de union a lipidos en su dominio FYVE y cinco
repeticiones del dominio WDA40, los cuales forman hélices B que funcionan como
dominios de interaccion con otras proteinas. En otros trabajos se han identificado
interacciones de WDFY2 con otras proteinas como las cinasas Akt y PKCZ/A, asi como
con las proteinas VAMP2 y VAMP3 (Fritzius et al., 2006, 2007; Walz et al., 2010;
Sneeggen et al., 2019). La funcién de WDFY2 apenas se esta esclareciendo y existe
evidencia de que regula el reciclaje de endosomas hacia la membrana plasmatica
(Sneegen et al., 2019.)

En el laboratorio de Neurobiologia Molecular y Celular del INB se cuenta con una cepa
de C. elegans mutante de wdfy-2 que porta una delecion parcial de este gen en la cual
se preservan solo los dominios WD1 y WD2, y se remueven los dominios WD3 - WDS5,
asi como el dominio FYVE, por lo que se predice que corresponde a un alelo nulo, aunque
esta cepa no presenta un fenotipo aparente. En una serie de experimentos en nuestro
grupo de investigacion, se mostré que el promotor del gen wdfy-2 induce la expresion de
un gen reportero en el sistema nervioso de C. elegans, por lo que la interaccién con mctp-
1 predicha por el interactoma es factible (Boxem et al., 2008). Ademas, recientemente se
genero en el laboratorio un doble mutante mctp-1; wdfy-2 con el que se podran estudiar
alteraciones funcionales y morfolodgicas derivadas de la pérdida de la funcién de estos
genes y se podra probar si existe una interaccion genética entre ellos. Este tipo de
interacciones revelan relaciones funcionales entre genes o sus vias de senalizacion y se
observan cuando las mutaciones en dos genes producen un fenotipo diferente en relacion
a las mutaciones de los genes individuales.

Debido a la expresion neuronal de los genes mctp-1 y wdfy-2 en C. elegans, a la
ubicacion de las proteinas MCTP y WDFY-2 en endomembranas, particularmente a su

colocalizacion en endosomas, y a su interaccion fisica prevista por el estudio del



interactoma del nematodo, se piensa que estas cumplen alguna funcién en la
transmision sinaptica, ya sea de manera individual o conjunta. Por ello en este trabajo
se determind si la doble mutante mctp-1; wdfy-2 presenta un fenotipo que permita
discernir la funcién de estas proteinas en la neurotransmision. Para ello se abordé el

estudio de los cambios morfolégicos y funcionales de esta doble mutante.

ANTECEDENTES

La liberacion de neurotransmisores desde la terminal presinaptica requiere de la entrada
de Ca?* a través de canales sensibles a voltaje que son selectivos a este ion. También
se puede inducir experimentalmente la liberacion de neurotransmisores mediante la
microinyeccion de Ca?* en la neurona presinaptica. Por tanto, este ion es necesario para
desencadenar una cascada de eventos que resultan en la liberacion de
neurotransmisores que son fundamentales para la propagacion del potencial de accidn
(Miledi, 1973).

La liberacion evocada por potenciales de accion es el principal mecanismo de
comunicacion interneuronal, aunque la liberacion “espontanea”’ de neurotransmisores,
la cual ocurre en ausencia de la llegada de un potencial de accion, también es un
mecanismo importante para la funcién y estructura de la sinapsis. Para ambos
mecanismos se han identificado componentes moleculares que interaccionan con el
Ca?' y que permiten la fusidén de vesiculas sinapticas cargadas con neurotransmisores
a la membrana plasmatica. Entre estos componentes se encuentran las siguientes
familias de proteinas: sinaptotagminas, ferlinas y sinaptotagminas extendidas (E-Syts)
(Guillen et al., 2013). Estas tres familias de proteinas cuentan con un dominio de
interaccion a Ca?* llamado dominio C2. El dominio C2 no es exclusivo de proteinas
involucradas en neurotransmisidon y también se encuentra en proteinas que tienen otros
papeles, desde enzimas hasta proteinas asociadas a trafico de membranas.
Adicionalmente, este dominio C2 se encuentra en la proteina MCTP, que es central para

el tema de este trabajo y cuya funcién no se ha estudiado ampliamente.



Proteinas con dominios C2

Sinaptotagminas

Son una familia de trece proteinas que se encuentran en las terminales sinapticas. Se
caracterizan por presentar dos dominios C2 citoplasmaticos y una region transmembranal
en el extremo N-terminal (Chapman, 2002). En esta familia destaca la sinaptotagmina-1,
la cual se encuentra anclada a vesiculas exociticas mediante una regién transmembranal
y sus dominios C2 interaccionan con fosfolipidos de membrana como el fosfatidilinositol
4,5 bifosfato, asi como con proteinas del complejo SNARE en respuesta al aumento de
las concentraciones intracelulares de Ca?* (Tang et al., 2006). Esta interaccion facilita la
fusion entre la membrana de la vesicula exocitica con la membrana plasmatica, lo que
eventualmente permite la liberacion de los neurotransmisores al espacio sinaptico (Sutton
et al., 1995; Ubach et al., 1998).

Ferlinas

Son proteinas que presentan de tres a cinco dominios C2 y una sola regién
transmembranal. Sus dominios C2 también interaccionan con fosfolipidos de membrana,
con proteinas del complejo SNARE (Pangrsic et al., 2012) y estan involucradas en
procesos de exocitosis de neurotransmisores, fusion de endomembranas y en la

modulacién de sefiales de Ca?* (Lalani et al., 2013).

Sinaptotagminas extendidas (E-Syts)

Estas proteinas presentan en su estructura solo una region transmembranal. Se
denominan asi, debido a su similitud con las sinaptotagminas y han sido implicadas en la
formacion de sitios de contacto entre reticulo endoplasmico y membrana plasmatica en
respuesta a sefializacion por Ca?* a través de sus dominios C2; participan en el transporte
de fosfolipidos desde el reticulo endoplasmico a la membrana plasmatica mediante un
dominio SMP (Min et al., 2007).



MCTP (Multiple C2 domain and transmembrane region protein).

Estas proteinas estan muy conservadas evolutivamente y se pueden encontrar en
vertebrados e invertebrados. Su estructura esta conformada por tres dominios C2 (C2A,
C2B y C2C) localizados en el citosol que incluyen residuos de aspartato y permiten la
union de iones Ca?*, ademas tiene dos segmentos transmembranales (TMRs) que anclan
a la proteina a vesiculas intracelulares (Figura 1). Entre TMR1 y TMR2 se forma un bucle
que se localiza en el lumen de las vesiculas como las del reticulo endoplasmico y
endosomas (Téllez-Arreola et al., 2020). A diferencia de las sinaptotagminas, E-Syts y
ferlinas, las proteinas MCTP tienen la capacidad de unir Ca?' sin aparentemente

asociarse a fosfolipidos (Shin et al., 2005).

Organelo
Citosol

Figura 1: Modelo de la estructura de las MCTPs (Modificada de Espino-Saldafia et
al., 2020).

El modelo se predice del analisis de hidrofobicidad Kyte-Doolitle y por su homologia con otras
proteinas que incluyen dominios C2. Las proteinas MCTP se encuentran en endomembranas,
tres dominios C2 se disponen hacia el citoplasma y dos regiones transmembranales (TM) anclan
a la proteina a las endomembranas, entre estos dos TM se forma un bucle que se dispone hacia

el interior de las vesiculas.



Estudios en MCTPs

Se ha encontrado que los genomas de invertebrados como C. elegans y D. melanogaster
presentan un solo gen mctp que puede codificar para distintas variantes de la proteina.
En el nematodo (Figura 2a), el gen tiene dos promotores, Pmctp-la y Pmctp-1b. El
primero dirige la expresion en la espermateca, mientras que el segundo dirige la
expresion hacia el sistema nervioso. El gen incluye 17 exones que por selecciéon
alternativa de promotores y splicing alternativo genera 4 isoformas (mctp-1a - 1d, Figura
2b, Téllez-Arreola et al., 2020).

(a)

mctp-1
LI kl

L €20 C2C TMITM2
r

O
5' UTR
(b)

Pmctp-1b Pmctp-la

"R AR AR
o R R ARATRES
P AR AR AR
“FRFAR

Figura 2: El gen mctp-1 codifica para una proteina con multiples dominios C2y dos

regiones transmembranales.

(a). Estructura del gen mctp-1. Los recuadros son exones. Los recuadros color naranja son los
exones que codifican para los dominios C2 y los azules son los que codifican para los segmentos
transmembranales. Los recuadros amarillos representan el extremo UTR 3°. (b). EI gen mctp-1
por seleccién alternativa de promotores y splicing alternativo genera 4 isoformas denominadas

mctp-1a, mctp-1b, mctp-1c y mctp-1d (Téllez-Arreola et al., 2020).



En mamiferos se encuentran dos genes mctp (mctpl y mctp2) que a su vez presentan
eventos de splicing alternativo que codifican para distintas isoformas mientras que en el
pez cebra Danio rerio, se ubicaron cuatro genes mctp: mctpia, 1b, 2a y 2b; en esta
especie se encontraron al menos ocho variantes derivadas de splicing alternativo y otras
isoformas producto de polimorfismos de nucledtidos unicos (Qiu et al., 2015; Espino-
Saldana et al., 2020).

En vertebrados, los RNAmM de mctp’s tienen amplia distribucion ya que se expresan en
diferentes tejidos incluyendo el musculo esquelético, musculo cardiaco, rifidn, higado y
cerebro (Shin et al., 2005, Espino-Saldafia et al., 2020); particularmente se ha localizado
mctp-1 en neuronas del giro dentado del hipocampo, en la amigdala, en cerebelo y en la
corteza. En estas neuronas, la proteina MCTP1 fue ubicada en las terminales de axones
presinapticos, en vesiculas sinapticas, en el reticulo endoplasmatico y endosomas (Qiu
et al., 2015). En D. rerio, Mctp se encontr6 asociada a endosomas tardios, reticulo
endoplasmico y lisosomas y se excluyd su presencia en membrana plasmatica y aparato
de Golgi (Espino-Saldafia et al., 2020)

En invertebrados los RNAmM de mctp’s se han encontrado principalmente en neuronas.
Por ejemplo, en D. melanogaster se ubicO en el reticulo endoplasmatico de
motoneuronas, en donde se considera que su funcién es necesaria para el control
homeostatico de la liberacién de neurotransmisores (Geng et al., 2017). En C. elegans,
se determin6é que el gen mctp-1 tiene dos promotores funcionales: mctp-la dirige la
expresion en la espermateca y mctp-1b la dirige en el sistema nervioso central (Figura 3,
Téllez-Arreola et al., 2020).
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Figura 3: El promotor de mctp-1 es activo en el tejido neuronal en C. elegans.

(a). Expresion de Pmctp::GFP::unc-54, con la amplificacion correspondiente a la cabeza, vulva y
cola. (b). Co-expresion de Pmctp::GFP y el marcador neuronal Prab-3:: mCherry (Téllez-Arreola
et al., 2020).

En humanos, mediante analisis metagendmicos se mostro la asociacion de los genes
mctp con enfermedades neuropsiquiatricas como el desorden bipolar (Scott et al., 2009;
Djurovic et al., 2010) y esquizofrenia (Djurovic et al., 2009). Por otro lado, mutaciones en
el gen MCTP2 humano estan vinculadas con la coartacion de la aorta y el sindrome del
corazon hipoplasico (Lalani et al., 2013). Individuos que presentan deleciones en la region
cromosomica 15q26, en donde se ubica el gen mctp-2 presentan esta enfermedad
cardiaca; de manera interesante se ha determinado experimentalmente que el bloqueo
de la expresion del gen mctp-2 durante el desarrollo temprano de la rana Xenopus laevis,

conduce a alteraciones en el desarrollo, asi como a defectos en la funciéon del corazén



(Lalani et al., 2013).

Los diversos estudios que asocian al gen mctp-1 con la funcion de la proteina son pocos
y no se tiene un consenso sobre su papel. Por ejemplo, mientras que mutantes del gen
mctp-1 inducidos por transposicion en D. melanogaster son letales durante el desarrollo
(Tunstall et al., 2012), otros alelos tienen alterado el control homeostatico de la funcion
presinaptica (Geng et al., 2017). Por otro lado, la microinyeccién de RNAi de mctp-1 en
C. elegans mostré que la supresion de la expresion de este gen es letal durante el
desarrollo embrionario (Maeda et al., 2001), mientras que, Joshi et al.,(2017), sugieren
que mctp-1 esta asociado a la biogénesis de gotas de lipidos en la interfase del reticulo
endoplasmico y peroxisomas. Sin embargo, estos autores no muestran cual es el patron

de expresién del gen ni hacen una caracterizacion exhaustiva de la cepa mutante.

El interactoma de C. elegans predice la interaccion de MCTP-1 con WDFY-
2.
Se ha logrado la identificacién sistematica de interacciones inter-proteina aplicando la

técnica de “Doble hibrido” en la levadura Saccharomyces cerevisiae. En esta técnica se
expresan dominios o0 moédulos funcionales de multiples proteinas y se aislan los genes
cuyos productos interaccionan fisicamente (Boxem et al., 2008). De este modo, se han
identificado muchas interacciones funcionales en C. elegans; como por ejemplo de
factores de transcripcion (Malinow et al., 2019, Wu et al., 2017), proteinas del complejo
mitético de los cromosomas o proteinas asociadas a la division celular (Michael, 2016;
Portegijs et al., 2016).

La base de datos publica del interactoma de C. elegans

(http://interactome.dfci.harvard.edu/C _elegans/) predice que MCTP-1 interacciona con la

proteina WDFY-2 (Figura 4a). WDFY-2 se caracteriza por la presencia de cinco
secuencias repetidas WD (dipéptido aspartato-triptéfano) y un dominio FYVE (Figura 4b)
(Fritzius et al., 2006, Walz et al., 2010), el cual es un dominio especifico para
compartimientos celulares que tienen fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) en sus membranas
(Fritzius et al., 2006). La proteina WDFY-2 se ubica en endosomas, es decir, en uno de

los organelos en donde se ha ubicado MCTP.


http://interactome.dfci.harvard.edu/C_elegans/

(a) (b)

metpzl

metl:9

Figura 4: Andlisis in silico de la Interaccién entre mctp-1 y wdfy-2 y modelo de la
estructura de la proteina WDFY-2.

(a). El interactoma de C. elegans mostro la interaccion fisica entre mctp-1 y wdfy-2. Asimismo,
también se encontré una posible interaccion con una enzima similar a las metiltransferasas tipo
9 codificada por el gen metl-2, pero su funcién es desconocida. (b). La proteina WDFY-2 presenta
cinco repeticiones del dominio WD-40 (WD1-5), los cuales estan involucrados en interacciones
proteina-proteina y un dominio FYVE que interacciona con el fosfatidilinositol 3-fosfato, fosfolipido

presente en endomembranas.

En mamiferos, la proteina WDFY2 participa en la via endocitica y tiene un papel critico
en la modulacién de la transduccion de senales ya que interacciona con la PKC{/A y la
enzima Akt-2. Las Akt’s tienen multiples funciones en el metabolismo, la sintesis de
proteinas, el crecimiento celular y supervivencia. En estos estudios se mostré que células
depletadas de WDFY2 tienen disminuida la capacidad de absorcion de glucosa
estimulada por insulina, asi como una atenuacion global en la fosforilacién de Akt2 (Walz
et al., 2010).

Por otro lado, estudios realizados en el laboratorio en el nematodo C. elegans
determinaron que el promotor del gen wdfy-2 dirige la expresion de un gen reportero en

el sistema nervioso del nematodo (Figura 5).
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Figura 5: El promotor de wdfy-2 esta activo en neuronas de C. elegans.

(a). Imagen al microscopio de epifluorescencia del transgénico Pwdfy-2::GFP::unc-54utr, se
indica la localizacién de la faringe, vulva y ano. (b). Co-expresiéon de Pwdfy-2::GFP::unc-54utr (1)
y el marcador neuronal Prab-3::mCherry::unc-54utr (2) colocalizacién Pwdfy-2/Prab-3 (3). Los

patrones de expresion muestran que wdfy-2 se expresa en neuronas del nematodo.
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La supresidon por RNAI de la expresion del gen wdfy-2 de C. elegans muestra inhibicion
en la funcion de la endocitosis (Hayakawa et al., 2006); sin embargo, el mutante de
delecién del gen (cepa RB2580, Figura 6 y apéndice 1) no parece presentar cambios
aparentes en su morfologia y funcién. WDFY-2 fue ubicada en endosomas tempranos y
en el compartimento de la membrana periciliar en neuronas sensoriales de C. elegans
(Scheidel et al., 2018). Asi, aparentemente WDFY-2 juega un papel, aun no definido en

el proceso de reciclaje de endosomas hacia la membrana plasmatica.

Promotor , , , , ,
wdfy-2 Intron Intrén Intron Intrén Intron
1 2 3 A 5
I 1 I 1 Bl U— m [ |
R T T N D
L ] | J 1 [ | J 1 ] 1 ]
Ex6n Exén Ex6n Exén Ex6n Ex6n
1 2 3 4 5 6
L | |
[}3’258[? RB2580
3P Stop

Figura 6: El gen wdfy-2 codifica para una proteina con multiples dominios WD y un
dominio FYVE.

La estructura del gen wdfy-2 y localizacién de la delecion (linea negra) en la cepa RB2580. Los
cuadros color azul obscuro representan los exones. Los exones 2-6 codifican para los dominios
WD, adicionalmente el exén 5 codifica para el dominio FYVE, la flecha en gris representa el
extremo 3'UTR. La cepa RB2580 tiene una delecién de 603 pb e introduce un codén de paro
prematuro en el exén 6, generando una proteina trunca de 218 aminoacidos, la cual conserva

unicamente los primeros dos dominios WD.
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En general las funciones de las proteinas MCTPs y la proteina WDFY-2 estan asociadas
a procesos de la via endocitica y/o exocitica y, en particular para MCTPs en la funcion
del reticulo endoplasmico en el control homeostatico de la inhibicion presinaptica. El
papel de endosomas, vesiculas exociticas y del reticulo endoplasmico es fundamental
para la transmision sinaptica, y es importante la identificacion de nuevos componentes
moleculares en estos compartimentos celulares y sus interacciones fisicas para entender

mejor como se lleva a cabo la liberacion controlada de neurotransmisores.

JUSTIFICACION

Debido a la expresién neuronal de los genes mctp-1 y wdfy-2 en C. elegans, y a los
cambios en la actividad motora que presentan los mutantes del gen mctp-1 y a la
ubicacion de las proteinas MCTP-1 y WDFY-2 en sistema nervioso, se prevé que estas
cumplen alguna funcién en la transmision sinaptica, ya sea de manera individual o
conjunta. El estudio de estos genes y de su posible interaccién es importante para
comprender mejor los mecanismos celulares y moleculares de la neurotransmision y su

papel en algunas patologias a las que se les ha relacionado.

HIPOTESIS

La ausencia individual y combinada de la funcion de los genes mctp-1 y wdfy-2 de C.

elegans generan cambios en la actividad neuronal.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar morfologica y funcionalmente la doble mutante mctp-1; wdfy-2.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar los cambios en la anatomia del gusano inducidos por la doble
mutacién mctp-1; wdfy-2.

2) Determinar si la doble mutante presenta cambios funcionales: locomocion,
curvatura y ovoposicion.

3) Evaluar si en la doble mutante hay cambios en la actividad sinaptica por medio

de las pruebas farmacoldgicas de sensibilidad a aldicarb y levamisol.

MATERIAL

Material biolégico

E. coli OP50: Es una cepa de E. coli auxotrofa para uracilo. Se emplea como fuente de

alimentacién para C. elegans.

Medio de cultivo para E. coli: Medio nutritivo LB: Para el cultivo de E. coli se utiliza el
medio Luria-Bertani (Sambrook et al., 2001), su composicion por litro de agua destilada

es: 5 g de extracto de levadura,10 g de peptonay 5 g de NaCl, pH =7.

Medio de crecimiento para C. elegans (NGM): (0.5 ml de CaCl, 1M, 0.5 ml de colesterol
5mg/ml en etanol, 0.5 ml de MgSO4 1M y 12.5 ml de soluciéon amortiguadora de KPO4
1M. En 500 ml de medio LB).

N2: Cepa silvestre de C. elegans.

ATM-1 (mctp-1(amtl) I): Cepa que porta en homocigosis una delecién en el gen mctp-1
inducida por la técnica de CRISPR/Cas9 (apéndice 2). La mutacion introduce un codén
de paro prematuro en el dominio C2A y se caracteriza por tener cambios en la actividad
motora, disminucion en la tasa de ovoposicién y disminucion en el numero de coleteos

en medio liquido (Téllez-Arreola et al.,2020).
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RB2580 (wdfy-2(0k3592) Il): Cepa obtenida del Caenorhabiditics Genetics Center y se
caracteriza por tener una delecién de 645 pb en el gen wdfy-2 en homocigosis. (Figura 6

y apéndice 1).

ATM-6 (mctp-1(amtl) I; wdfy-2(0k3592) II): Cepa doble mutante obtenida mediante la
cruza de la cepa ATM-1 y RB2580, que contiene en homocigosis alelos mutantes de

mctp-1 y wdfy-2 (apéndice 3-c)

CB193 (unc-29(e193) I): Cepa obtenida del Caenorhabiditics Genetics Center, se
caracteriza por portar un alelo nulo en el gen unc-29 y se utilizé como control en los

experimentos de resistencia a aldicarb y levamisol.

Plasmidos

pGHB8: Plasmido donado por Erik Jorgensen (University of Utah). Se construyd mediante
la técnica de Gibson assembly® y se caracteriza por tener el gen de resistencia a
ampicilina, el origen de replicacién ColE1, el promotor de Rab-3 fusionado con mCherry.
Este plasmido se utiliz6 como marcador pan-neuronal y se coinyecto junto con el pEDR-

1 en C. elegans.

pEDR-1: Plasmido construido en la Laboratorio de Neurobiologia Molecular y Celular del
INB mediante la técnica de Gibson assembly®, se caracteriza por tener el gen de
resistencia a ampicilina, el origen de replicacion ColE1 y el promotor del gen wdfy-2
fusionado con GFP. Este plasmido se utilizé para determinar el patrén de expresion del

gen wdfy-2 en C. elegans (apéndice 4).
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Soluciones

Aldicarb 1mM: (1.92 gr de aldicarb (PESTANAL®), diluir en10 ml de etanol al 70% V/V,
tomar 1 ml de la dilucién de aldicarb [1M] y diluir 1:1000 en etanol al 70% V/V).

Buffer M9: (KH2PO4 22 mM, Na2HPO442 mM, NaCl 8 mM, NH4CI 18 mM).

Buffer de cacodilato [0.2M]: (4.28 gr de cacodilato, 100 ml de agua destilada).

Dil (1,1’, dioctadecil-3,3,3'3'-tetrametil-indocarbocianina perclorato): (100mg de Dil
en 16.5ml de DMSO, 1ml de Dil 6mg/ml en dilucién 1:3 con bacterias).

Glutaraldehido 3% V/V: (1 ml de glutaraldehido 50% en agua destilada, diluir en 16.6 ml

de agua destilada).

Hipoclorito de sodio [0.3 M]: 27.5 ml de agua destilada, 12.5 ml de NaOH [1M], 10 ml
de NaClO al 4% P/V.

Levamisol [0.4 mM]: (2.04 gr de levamisol en 10 ml de buffer M9, tomar 1 ul del levamisol
1My diluir 1:1000 en buffer M9, tomar 1 ul del levamisol de esa solucién y diluir 1:2.5 en
buffer M9).

Tetradxido de Osmio: (1ml de OsO41M,99 ml de buffer de cacodilato 0.1M).

Rojo Nilo [2.3 mM]: (7.5 mg de rojo Nilo en 16.4 ml de acetona, diluir en isopropanol al
40% (V/V) en una relacién de 1:0.6).
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METODOLOGIA

Sincronizacién de C. elegans

Para todos los estudios se utilizaron gusanos sincronizados a la misma edad. Para lograr
la sincronizacion se utilizé el método de hipoclorito de sodio (Porta-de-la-Riva et al.,2012),
Esta técnica consiste en depositar 20 ul de la solucion de hipoclorito de sodio [0.3 M] en
una placa con medio NGM y E. coli OP50, posteriormente se colocaron gusanos adultos
gravidos en la gota de la solucion de hipoclorito de sodio, se dejo secar la gota de la

solucion de hipoclorito de sodio, finalmente se incubaron las placas a 20°C.

Analisis de la longitud

Para realizar el analisis de la longitud se sincronizaron los gusanos y se dejaron a 20°C/56
h y 20°C/96 h (hasta el comienzo de la etapa L4 y en etapa de adultos gravidos,
respectivamente). Posteriormente se tomaron 80 gusanos por cada cepa y se colocaron
por 30 min en una placa con medio NGM sin E. coli OP50, transcurridos los 30 min se
lavaron, para ello se colocaron los gusanos en un tubo Eppendorf con 1ml de medio M9,
luego se centrifugaron los cuatro tubos a 112 x g y se retir6 el sobrenadante con una
pipeta Pasteur (el procedimiento de lavado se repitié dos veces mas). Una vez finalizados
los lavados se afiadieron 100 ul de azida de sodio 25 mM a cada uno de los tubos con
su cepa correspondiente, se incubaron a temperatura ambiente por 20 min; luego se
colocaron en un portaobjetos al cual se le agregaron 10 ul de azida de sodio 25 mM,
posteriormente se montaron los portaobjetos en el microscopio invertido CKX41
(OLYMPUS®) y se utilizd el software DP Controller para la obtencion de las imagenes.
Las imagenes fueron tomadas en campo claro con un aumento de 4X y 10X (hasta el
comienzo de la etapa de L4 y en etapa de adultos gravidos, respectivamente), y un tiempo
de exposicién de 1/1300 segundos, la resolucion de las imagenes fue de 2040x1536
pixeles y la imagen final fue el resultado de un promedio de 3 imagenes. Este
procedimiento se replico para cada una de las cuatro cepas y por varias ocasiones hasta
completar una n=45 (gusanos por cepa para los gusanos en el comienzo de la etapa de

L4) y n=30 gusanos por cepa para los adultos gravidos.

17



Andlisis de latasa de endocitosis

El analisis de la tasa de endocitosis se realizo sincronizando los gusanos con hipoclorito
de sodio y dejandolos a una temperatura de 20°C/72 horas, es decir hasta la etapa de

adultos.

Las placas para realizar el analisis de la endocitosis se prepararon disolviendo un mililitro
de Dil [6mg/ ul] en 3 mililitros de E. coli OP50, posteriormente se agregaron 80ul de esta

solucion y se incubaron a 20°C/24 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion de los gusanos, se tomaron 50 gusanos y se
colocaron 30 min en una placa con medio NGM sin E. coli OP50, después se colocaron
en la placa sembrada con 80 pl de E. coli OP50-Dil 15°C/15 min. Posteriormente se
recuperaron los gusanos en un tubo Eppendorf con un mililitro de M9, se centrifugaron a
2800 x g y se desechoé el sobrenadante con una pipeta Pasteur (este procedimiento se
repitié dos veces mas), luego se agregaron 200ul de azida de sodio 25mM y se incubaron
a temperatura ambiente por 20 min. Por ultimo, se montaron en los portaobjetos para
observar en el microscopio invertido CKX41 (OLYMPUS®). Para la obtencion de las
imagenes se utilizd el software DPController. Las imagenes fueron tomadas en
epifluorescencia con un aumento 40x y un tiempo de exposicion de 1/3 seg, la resolucion
de las imagenes fue de 2040x1536 pixeles y la imagen final fue el resultado de un
promedio de 3 imagenes. Este procedimiento se replicd varias veces con cada una de

las cepas hasta completar una n = 30 gusanos por cepa.

Evaluacion morfologica de la probdéscide mediante microscopia
electronica de barrido
Se sincronizaron gusanos de las cepas N2 y ATM-6 con hipoclorito de sodio y se dejaron
a 20°C/96 h. Posteriormente se tomaron 100 gusanos de cada cepa y se colocaron por
1 h en cuatro placas (50 gusanos por placa), con medio de cultivo NGM sin E. coli OP50,
se colocaron los gusanos de cada cepa en un tubo Eppendorf con 1 ml de M9, se
centrifugaron a 112 x g y se retird el sobrenadante con una pipeta Pasteur (el

procedimiento de lavado se repitid dos veces mas). Una vez finalizados los lavados se
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agregaron 300 pl de glutaraldehido al 2.5% en buffer de cacodilatos al 0.2M y se
incubaron a 4°C/4 h. Se realizé un lavado con buffer de cacodilatos por 15 min y se
centrifugd a 112 x g (este procedimiento se repitié dos veces mas). Una vez terminados
los lavados se anadieron 300 ul de tetradxido de osmio al 1%, se incubo a 4°C/ 1h.
Posteriormente se realizaron dos lavados con buffer de cacodilatos por 15 min y se
centrifugd a 112 x g. Finalizados los lavados se deshidrataron con concentraciones
crecientes de etanol (10%, 20%...70%,100%), para lo cual se agregaron 300ul del alcohol
correspondiente, se incub6 a 4°C/ 15 min y se centrifugd a 112 x g (este procedimiento
se repitid dos veces con la misma concentracion de alcohol), las muestras se montaron
sobre cinta de carbon de doble cara adhesiva y colocaron en el secador CDP 300
(LEICA®),en el que se realizo el secado a punto critico para después colocarlas en el
recubridor DESK Il (DENTON VACCUM®), en el cual se recubrieron con oro, luego se
colocaron las muestras sobre el revolver del microscopio EVO-50 (ZEISS®), por ultimo
con el software SmartSEM (ZEISS®), se capturaron las imagenes en alto vacio, con una

distancia de trabajo de 4 mm en N2 y 3.5 mm en ATM-6.

Analisis de la ovoposicion

Los ensayos de puesta de huevos se realizaron siguiendo el protocolo descrito por Korb,
(2010). Para ello se sincronizaron gusanos y se dejaron a 20°C/70 h, posteriormente se
tomaron 60 gusanos en L4, se colocaron en una placa con medio NGM y E. coli OP50 y
se incubaron a 20°C/24 h, se colocaron 10 gusanos adultos en una placa con medio NGM
y E. coli OP50, se incubaron a 20°C/8 h. Se retiraron los gusanos y se realiz el conteo
de huevos en el estereoscopio SZX7 (OLYMPUS®). Este procedimiento se realizd
utilizando 10 gusanos por placa y 5 placas por ensayo para cada cepa. El ensayo se

repitio 5 veces, obteniéndose una n=250 gusanos por cepa.

Analisis del movimiento

El analisis del movimiento se realizd con 60 nematodos adultos previamente
sincronizados de cada una de las cepas. Estos se colocaron por 30 min en una placa con
medio NGM sin E. coli OP50, posteriormente se tomaron 5 gusanos y se colocaron en

otra placa con medio NGM sin E. coli OP50 y con un aro de cobre de 1 cm de diametro,
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se les permitié que se habituaran por 5 min, se registré el movimiento durante 1 min y por
ultimo se les dejo en habituacion post registro por 30 seg. Este procedimiento se repitio
de manera similar para todas las cepas hasta completar una n=20 individuos por cepa.
Los videos se tomaron con la camara PCO® Edge 4.2 m, y un rastreador multiple de

gusanos a 10 fps, luego se analizaron con el software Wormlab3.1.

El analisis de los coleteos se realizd con 80 nematodos adultos previamente
sincronizados de cada una de las cepas. Estos se colocaron por 30 min en una placa con
medio NGM sin E. coli OP50, posteriormente se agregaron 350 pl de Buffer M9 en cada
uno de los pocillos de la placa de 96 pocillos, se coloco 1 gusano en cada pocillo y se les
permitié que se habituaran por 5 min, se registraron los coleteos durante 1 min, por ultimo,
se les dejé en habituacién post registro por 30 seg. Este procedimiento se repitié de
manera similar para todas las cepas hasta completar una n=60 individuos por cepa. Los
videos se tomaron con la camara PCO® Edge 4.2 m, y un rastreador multiple de gusanos

a 10 fps.

Analisis del comportamiento social

El analisis del comportamiento social se realizé después de sincronizar los gusanos con
hipoclorito de sodio y dejandolos a una temperatura de 20°C/72 h, es decir hasta la etapa
de adultos, se tomaron 60 gusanos de cada una de las cepas y se colocaron por 45 min
en una placa con medio NGM sin E. coli OP50, posteriormente se tomaron 5 gusanos y
se colocaron en otra placa con medio NGM sin OP50 y con un aro de cobre de 1 cm de
diametro, se les permiti6 que se habituaran por 5 min, se registraron durante 10 min,
durante los cuales se observaron y registraron los comportamientos: 1. Asociacion:
cuando dos o mas gusanos convergen en un punto, se unen completamente y siguen
una misma direccion durante por al menos tres segundos; 2. Colisién: cuando dos o mas
gusanos convergen en un punto, no se unen, o se unen parcialmente y no siguen una
misma direccion (Winter et al., 2016). Por ultimo, se les dejé en habituacién post registro
por 30 seg. Este procedimiento se repitid de manera similar para todas las cepas hasta

completar una n=50 individuos por cepa. Los videos se tomaron con la camara PCO®
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Edge 4.2, y un rastreador multiple de gusanos a 10 fps, luego se analizaron con el

software Wormlab3.1.

Analisis de la distribucién de lipidos

En primera instancia se sincronizaron las cuatro cepas y se dejaron a 20°C/56 h, es decir,
hasta el comienzo de la etapa de L4, posteriormente se dejaron 30 min en una placa con
medio NGM, luego se tomaron 100 gusanos por cada cepa y se colocaron otros 30 min
en una placa con medio NGM sin E. coli OP50, una vez transcurridos los 30 min se realizé
un lavado, para ello se colocaron los gusanos en un tubo Eppendorf con 1ml de medio
M9, luego se centrifugaron los cuatro tubos a 112 x g y se retir6 el sobrenadante con una
pipeta Pasteur, se repitieron los lavados dos veces mas. Una vez finalizados los lavados
se le afadieron 100l de isopropanol al 40% a cada uno de los tubos y se incubaron 3
min a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugaron a 2800 x g y se retir6 el
sobrenadante. Después, en la obscuridad, se anadieron 600 ul de rojo Nilo [2.3 mM], a
cada tubo, se incubaron a temperatura ambiente y con agitacién por 2 h. Transcurrido el
tiempo de incubacién se centrifugaron a 2800 x g, se retir6 el sobrenadante con una
pipeta Pasteur, se anadieron 600 pl de M9 y se incubaron a temperatura ambiente y con
agitacion por 30 min. Posteriormente se centrifugaron a 2800 x g, se retird el
sobrenadante con una pipeta Pasteur y se montaron en portaobjetos para observarse en
el microscopio invertido CKX41 (OLYMPUS®). Para la obtencion de imagenes se utilizé
el software DPController. Las imagenes fueron tomadas con epifluorescencia con el
objetivo de 10X y con un tiempo de exposicion de 1/8 segundos, la resolucion de las
imagenes fue de 2040x1536 pixeles y la imagen final fue el resultado de un promedio de
3 imagenes. Este procedimiento se repitid varias ocasiones hasta tener una n=36

gusanos por cepa.

Evaluacion farmacoldgica de la actividad sinaptica

Para evaluar la actividad presinaptica con aldicarb, se sincronizaron los gusanos y se
dejaron a 20°C/56 h, es decir hasta el comienzo de la etapa de L4, posteriormente se
tomaron 80 gusanos y se colocaron en dos placas (40 gusanos por placa), con medio de
cultivo NGM y E. coli OP50 y se incubaron a 20°C/24 horas.
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Previo a los ensayos se prepararon placas con medio de cultivo NGM, E. coli OP50 y
aldicarb, para ello en placas con medio de cultivo NGM, se colocan 37.5 ul de aldicarb
1.0 mM y con ayuda de un asa se distribuy6 por toda la placa hasta secar el liquido,
posteriormente se agregan 25 pl de E. coli OP50 y se esper6 a que secaran, por ultimo,
se incubo a 20°C/24 h.

Transcurridas las 24 h se tomaron 25 gusanos en etapa de adultos jovenes y se colocaron
en una placa de NGM con aldicarb, y en el estereoscopio SZX7 (OLYMPUS®), se registrd
el numero de gusanos paralizados cada 15 min por 4 h. Para verificar si los gusanos se
habian paralizado se realizé la estimulacién de estos con un asa de platino, con la cual
se les dio un par de estimulos a manera de presién en la cabeza y en la cola. Este ensayo
se realiz6 en dias distintos a la misma hora y se repitié 5 veces por cada cepa obteniendo

una n=125 gusanos por cepa.

Para los ensayos de levamisol, se realizo la sincronizacion de los gusanos con hipoclorito
de sodio y se dejaron a 20°C/56 h, es decir hasta el comienzo de la etapa de L4,
posteriormente se tomaron 80 gusanos y se colocaron en dos placas (40 gusanos por

placa), con medio de cultivo NGM y E. coli OP50 y se incubaron a 20°C/24 h.

Para evaluar la actividad postsinaptica, primero se prepararon placas con medio de
cultivo NGM, E. coli OP50 y levamisol. Para ello en placas con medio de cultivo NGM, se
colocaron 37.5 ul de levamisol 0.4 mM y con ayuda de un asa se distribuy6 por toda la
placa hasta que seque el levamisol, posteriormente se agregaron 25 ul de E. coli OP50 y

se espero a que secaran, por ultimo, se incubaron a 20°C/24 horas.

Una vez transcurridas las 24 h se tomaron 25 gusanos en etapa de adultos jovenes y se
colocaron en la placa con levamisol, y en el estereoscopio SZX7(OLYMPUS®), se
registré el numero de gusanos paralizados cada 15 min por 4 h como se indica arriba.
Este ensayo se realizé en dias distintos y se repitio 5 veces por cada cepa obteniendo

una n=125 gusanos por cepa.
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Andlisis estadistico

Se utilizé el programa GraphPad-Prism, a los datos se les aplico la prueba de normalidad
de normalidad Shapiro-Wilk, y si se encontraba que los datos se distribuian de manera
normal se realizd la prueba de ANOVA de una via para saber si habia diferencias
significativas y la prueba post hoc de Tukey para determinar entre qué cepas se
encontraban esas diferencias. Para los datos que no pasaron la prueba de normalidad se
utilizé la prueba de Kruskal-Wallis para determinar si habia diferencias significativas y la
prueba post hoc de Dunn para determinar entre qué cepas se encontraban esas
diferencias. Los datos de los ensayos farmacoldgicos se normalizaron, se ajustaron y se
les aplicd la funcidn de Boltzmann para determinar el tiempo medio de paralisis de cada

cepa.

Microscopia de epifluorescenciay confocal

Para la obtencién de las imagenes, los gusanos se inmovilizaron en una gota de 50 ul de
poliestireno con azida de sodio 25 mM, posteriormente se colocaron en agarosa al 2%.
Para observar el patrén de expresion del gen wdfy-2, las imagenes se tomaron al
microscopio confocal LSM 780 (ZEISS®) con un objetivo plan-Apocrhomat 10X/0.8 NA 1

mm Korr. Las imagenes fueron procesadas utilizando el software ImageJ.
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RESULTADOS

Cambios en la longitud

Para identificar si existen diferencias en la cepa doble mutante de mctpl; wdfy-2, ATM-
6, se tomaron imagenes al microscopio durante el desarrollo larvario y la vida adulta,
registrando cualquier anomalia evidente en su anatomia y comportamiento. Se encontré
que la doble mutante es mas pequeia con respecto a la cepa de referencia N2, asi como
con respecto a las mutantes ATM-1 y RB2580, por lo que se realizé un analisis mas
detallado de la longitud de estas cepas en el estado larvario L4 y en la etapa adulta.

La Figura 7a muestra imagenes representativas de las cuatro cepas justo 1 h después
de haber entrado a L4. En estas fotografias, tomadas en campo oscuro para mejorar el
contraste y tratar de evidenciar modificaciones en el interior del nematodo, es clara la
menor longitud de las larvas L4 de ATM-6 (N2 = 730.2 + 13.48 um y ATM-6 = 680.4 +
20.23 ym). Inesperadamente, observamos que ATM-1 presentaba una longitud promedio
de 780.6 + 16.28 um y RB2580 de 780.7 + 16.69 um; por lo que son ligeramente mas
largas que N2 (Figura 7b).

Para determinar si esos cambios se mantenian en la vida adulta se analizaron 10 gusanos
en ensayos por triplicado. Las observaciones mostraron que la cepa ATM-6 sigue siendo
mas pequena en la vida adulta que la cepa de referencia (N2 = 1000 + 11.74 ym y ATM-
6 =890 £ 15.27um) (Figura 8a), mientras que ATM-1 y RB2580 alcanzaron una longitud

promedio similar a la cepa silvestre (Figura 8b).
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Figura 7: Las mutantes de mctp-1, wdfy-2 y la doble mutante muestran cambios en

longitud en el estado larvario L4.

(a). Imagenes tomadas una hora después de que las larvas entraron al estado L4. Es evidente
que ATM2 es relativamente mas corta que N2 y se aprecia un aumento apenas aparente en la
longitud de ATM-1 y RB2580. (b). Longitud promedio de las cepas en estudio y las diferencias
significativas con respecto a la cepa de referencia, ATM-1 y RB2580 son mas largas y ATM2 mas
corta. La prueba de Kruskal-Wallis y la prueba post hoc de Dunn se realizaron para identificar

diferencias entre los grupos. *p<0.05, n = 45.
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Figura 8: En la vida adulta los mutantes de mctp-1, wdfy-2 tienen un tamafo

promedio normal mientras el doble mutante es mas corto.

(a). Adultos gravidos en los que es evidente la menor longitud de la cepa ATM-6, mientras que
N2, ATM-1 y RB2580 son similares. (b). Longitud promedio de las cepas en estudio. En la vida
adulta ATM-6 es mas corta que la cepa de referencia, en esta etapa ATM-1 y RB2580 tienen una
longitud similar a N2. La prueba de Kruskal-Wallis y la prueba post hoc de Dunn se realizaron
para identificar diferencias entre los grupos. *p<0.05, n = 30.
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Estos resultados sugieren que las mutantes sencillas, mctp-1 (ATM-1) y wdfy-2 (RB2580)
parecen tener un desarrollo mas acelerado, al menos en lo que respecta a la longitud de
los ejemplares; mientras que la doble mutante (ATM-6) se desarrolla mas lentamente y

no alcanza la longitud promedio normal de la cepa N2.

Cambios en la tasa de endocitosis

Debido a que encontramos diferencias en la longitud del nematodo, se decidi6 investigar
si la alteracién en el desarrollo podria ser consecuencia de una captacién anormal de los
nutrientes ya que Sneeggen et al (2019) reportaron la ubicacion de WDFY-2 en
endosomas tempranos y propusieron que esta proteina podria estar implicada en la
regulacién del trafico vesicular. Adicionalmente, Scheidel et al (2018), mostraron la
localizacion de WDFY2 en la membrana ciliar de las neuronas anfidias; estas son
neuronas quimiosensitivas cuyos somas estan localizados alrededor de la faringe y sus
dendritas se extienden hacia la seccién mas anterior del animal en donde terminan
formando un cilio el cual queda expuesto al ambiente externo (Figura 9a). Su funcion es
fundamental para la localizacion de alimento, desarrollo, mecano y quimiosensacion
(Figura 9b). Nuestros resultados mostraron cambios en el llenado longitudinal total de los
procesos neuronales de las anfidias (Figura 9c), lo que concuerda con lo reportado por
Sneeggen et al (2019), e indica alteraciones en el proceso de trafico vesicular en la cepa
RB2580 y ATM-6. El porcentaje promedio del llenado de los procesos celulares (Figura
9d) fue de (N2=68.86 + 13.50 %, ATM-1= 60.91 £ 8.94 %, RB2580=41.05 £ 6.39 % y
ATM-6=45.91 £ 10.57 %).
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Figura 9: Cambios en latasa de endocitosis de Dil.

(a). Organizacién de las neuronas de la anfide, se esquematiza la region anterior del gusano con
los nucleos y las proyecciones de los distintos tipos de neuronas (Evans et al., 2006). (b). Funcién
de las neuronas que apareen en (a) y que se observan con la tinciéon de Dil. (c). Imagen al
microscopio de epifluorescencia. Las imagenes fueron tomadas en la etapa adulta, la flecha azul
indica la region anterior del nematodo. Se aprecian cambios en el llenado longitudinal con Dil
(fluorescencia en rojo) de los procesos celulares de las neuronas de la anfide. La mutacion del
gen mctp-1 en la cepa ATM-1 no genera cambios significativos en el llenado de los procesos
celulares de la probdscide. Sin embargo, la mutacion del gen wdfy-2 en la cepa RB2580 y el doble

mutante (ATM-6) si generan una reduccién en el llenado de dichos procesos evidentes por zonas
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oscuras que son sefialados con flechas verdes (d). ANOVA de una via y la prueba post hoc de

Tukey se realizaron para identificar diferencias entre los grupos. *p<0.05, n = 30.

Evaluacion morfoldgica de la probdscide

Debido a que encontramos diferencias en la longitud del nematodo y el llenado de los
procesos celulares, se decidid determinar si existia algun correlato anatomico que
permitiera explicar ambos hallazgos. Por ello se realizé la evaluacion morfolégica de la
probdscide de las cepas N2 y ATM-6, ya que en esta estructura proyectan neuronas de
la anfide que participan en el desarrollo del nematodo mediante la modulacién de la via
TGF-B (Tuck, 2014), por lo que si la probdscide presentaba alteraciones morfolégicas
podriamos inferir que eran consecuencia de alteraciones en las neuronas de la anfide, lo
que contrastaria con los defectos del desarrollo y el llenado de sus procesos celulares
observados.

Nuestros resultados no revelaron alteraciones morfolégicas aparentes en las estructuras
que conforman la probédscide (Figura 10), por lo que es posible suponer que estas
alteraciones solo tienen un correlato funcional como consecuencia de eventos a nivel

molecular.
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Figura 10: Las mutaciones de los genes mctp-1y wdfy-2 no generan alteraciones

morfolégicas de la probdscide.

El andlisis por SEM no revel6 cambios morfoldgicos en la probdscide (P), en el numero y simetria

de los labios (L), en la parte interna de los labios (Li), o en las en las anfides (A). n=10.

30



Cambios en lalocomocidn, longitud de onday el niumero de coleteos

Con el propédsito de analizar la biomecanica del desplazamiento de C. elegans, se
evaluaron varios movimientos estereotipados y las velocidades promedio de
desplazamiento en medio sdlido de cada una de las cepas. En nuestros estudios no se
observaron cambios en la formacion de omegas y movimientos en reversa durante el
desplazamiento. Sin embargo, observamos que, en la vida adulta, el doble mutante ATM-
6 se desplaza mas lentamente que la cepa silvestre N2 (N2 =102.1 £ 16.15 um/s y ATM-
6 =87.4 £ 11.38 um/s *p < 0.005 n = 20). Este resultado es consistente con el hallazgo
de que ATM-6 es alrededor del 10 % mas pequefio que N2, una relacion aproximada a
la disminucion de su velocidad. Inesperadamente, las mutantes sencillas resultaron ser
también mas lentos que N2 ya que ATM-1 se desplaz6 a 80.90 + 19.39 um/s y RB2580
a 81.63 + 21.34 um/s (Figura 11a), lo que sugiere que la disminucion en la velocidad no

se debe al cambio de longitud sino a diferencias en la actividad motora.

Por otro lado, el analisis de la longitud de onda del cuerpo del nematodo no arrojé
diferencias significativas (N2 = 174.9 £ 24.7 um, ATM-1=172.4 + 20.36 um, RB2580 =
167.0 £ 16.32 um y ATM-6 = 181.1 £ 16.26um) (Figura 11b). No obstante, al analizar los
coleteos en medio liquido, se observo una disminucion en las cepas ATM-1, RB2580 y
ATM-6 respecto a la cepa control. Curiosamente la cepa doble mutante presenté un ligero
incremento en el numero de coleteos respecto a las cepas mutantes simples (Figura 11c).
El promedio de coleteos por cepa fue de N2 = 109.4 + 13.72, ATM-1= 89.98 + 9.34,
RB2580 = 88.75 £ 10.44 y ATM-6 = 93.67 + 8.91.
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Figura 11: Las mutantes simples y la doble mutante se desplazan mas lentamente,

no exhiben cambios en la longitud de la onda, pero si en el nUmero de coleteos.

(a). Velocidad promedio de las cepas en estudio. En la vida adulta las cepas ATM-1, RB2580 y
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ATM-6 presentan una velocidad de desplazamiento menor que la cepa de referencia. (b).
Longitud de onda promedio de las cepas en estudio, no se detectaron diferencias en la longitud
de la onda entre las cepas. (c) Promedio de coleteos en medio liquido de las cepas en estudio.
En la vida adulta las cepas ATM-1, RB2580 y ATM-6 presentan un nimero menor de coleteos
que la cepa de referencia. ANOVA de una via y la prueba post hoc de Tukey se realizaron para
identificar diferencias entre los grupos. *p < 0.005, n = 20 (velocidad y longitud de onda), n = 60

(numero de coleteos).

Cambios en latasa de ovoposicion

Las observaciones previas mostraron que ATM-1 y RB2580 parecen alcanzar una
longitud mayor que N2 en L4, por el contrario, ATM-6 no alcanza la longitud normal de la
cepa de referencia. Esto sugeria que podria haber cambios en la reproduccién de las
cepas mutantes, por lo que se evalud la tasa de oviposicion, la cual depende tanto del
estado del desarrollo del nematodo como del funcionamiento correcto de la transmision
sinaptica.

Para ello, se observaron y cuantificaron los huevos depositados, en los cuales no se
encontrd evidencia de muerte prematura, y se registraron los siguientes resultados de la
tasa de ovoposicidn: cepa de referencia N2 = 90.48 £ 13.20 huevos, ATM-1 = 74.24 +
15.69 huevos, RB2580 = 142.3 + 19.21 huevos y ATM-6 = 61.24 + 17.08 huevos (Figura
12). La grafica ilustra que los mutantes de un solo gen muestran resultados opuestos,
mientras que ATM-1 disminuye la tasa de oviposicion, RB2580 la incrementa (*p < 0.05).
Por su parte, la doble mutante ATM-6 disminuyé sustancialmente la tasa de oviposicién,

la cual fue aun menor que la de ATM-1.
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Figura 12: Cambios en latasa de ovoposicion.

En contraste con la cepa de referencia N2, cada una de las cepas mutantes mostré diferencias
en la tasa de oviposicion: ATM-1 disminuyd el numero de huevos, contrario a RB2580, en la cual
aumento. El doble mutante ATM-6 también disminuyd la tasa de oviposicion. ANOVA de una via
y la prueba post hoc de Tukey se realizaron para identificar diferencias entre los grupos. *p <
0.05, n = 250.

Cambios en el comportamiento social

Como se menciond previamente, para determinar si existen diferencias aparentes en la
doble mutante ATM-6 se tomaron imagenes al microscopio durante el desarrollo larvario
y la vida adulta, registrando cualquier anomalia evidente en su anatomia y
comportamiento. La segunda evidencia de un cambio fue la frecuente convergencia en
las trayectorias de desplazamiento, las cuales definimos como asociaciones, cuando
dos 0 mas gusanos convergen en un punto, se unen completamente y siguen una misma
direccion por al menos tres segundos o colisiones, cuando dos o mas gusanos
convergen en un punto, no se unen, 0 se unen parcialmente y no siguen una misma
direccion (Winter et al., 2016).

La Figura 13a, muestra que los mutantes de un solo gen, ATM-1 y RB2580, disminuyen
significativamente el nimero de asociaciones en el periodo de tiempo registrado,

mientras que el doble mutante lo incrementa significativamente (N2 = 12.75 + 6.82
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asociaciones, ATM-1 = 9.75 + 9.09 asociaciones, RB2580 = 8.37 + 9.96 asociaciones y
ATM-6 = 17.13 £ 4.64 asociaciones). De manera concordante, el tiempo promedio de
duracion de las asociaciones disminuyd para ATM-1 y RB2580 y se increment6 para
ATM-6. (N2 =77.50 + 21.88 s, ATM-1 = 59.75 £ 14.50 s, RB2580 = 40.63 + 13.0 s y
ATM-6 = 119.40 + 31.63 s) (Figura 13b). Esto muestra que en los mutantes de un solo
gen no solo disminuyen el numero de asociaciones, sino que también el tiempo en el que
se mantienen se reduce; al contrario, en la doble mutante las asociaciones son mas

frecuentes y perduran por mas tiempo.
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Figura 13: Cambios en el numero y el tiempo de las asociaciones.

(@) ATM-1 y RB2580 disminuyen el numero y duracion de las asociaciones (b), mientras que el
doble mutante ATM-6 lo incrementa. ANOVA de una via y la prueba post hoc de Tukey se

realizaron para identificar diferencias entre los grupos. *p<0.05, n = 50.

Por otro lado, el numero de colisiones registradas aumentaron en los mutantes de un solo
gen, mientras que en el doble mutante ATM-6 se mantuvieron igual que en la cepa de
referencia N2. (N2 = 5.87 + 7.21 colisiones, ATM-1 = 16.38 + 6.69 colisiones, RB2580 =
13.75 £ 4.93 colisiones y ATM-6 = 5.87 + 8.88 colisiones) (Figura 14a). Finalmente, el
tiempo promedio de duraciéon de las colisiones disminuyé significativamente en los
mutantes de un solo gen, pero el cambio en la disminucién fue mas dramatico en el doble
mutante (N2 =53.25 £ 12.04 s, ATM-1=36.63 £+ 5.73 s, RB2580 = 37.38 + 6.96 s y ATM-
6 = 13.13 £ 5.96 s) (Figura 14b).
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Figura 14: Cambios en el numero y el tiempo de las colisiones.

(@) Incremento en el niumero de colisiones en las mutantes simples (b). Disminucion en el tiempo
de duracion de las colisiones en las mutantes simples y la doble mutante. ANOVA de una via y
la prueba post hoc de Tukey se realizaron para identificar diferencias entre los grupos. *p<0.05,
n = 50.

Cambios en la distribucion de rojo Nilo

Como se explicod en la seccidn de antecedentes, algunas evidencias indican que MCTP-
1 puede jugar un papel en la generacién de gotas de lipidos en C. elegans (Joshi et al.,
2018). Aunque la evidencia no es contundente, decidimos evaluar si existen diferencias
en la acumulacion de los lipidos en las cepas mutantes mediante el ensayo de integracion
de rojo Nilo y su analisis por microscopia de epifluorescencia. Este ensayo tiene sus
bemoles pues algunos reportes sugieren que el rojo Nilo marca lisosomas 0 mas
precisamente organelos similares a lisosomas o LSO (O’'Rourke et al., 2009). De

cualquier forma, la observacion seria interesante pues recientemente se describio la
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localizacion de Mctp en los lisosomas de neuronas de pez cebra in vivo y en células HEK
293 (Espino-Saldana et al., 2020).

En la cepa silvestre N2 se logré observar la acumulacién de rojo Nilo a lo largo del
conducto intestinal del gusano. Los cumulos se evidencian como vesiculas amarillas ya
que el colorante incrementa su fluorescencia en este color cuando se encuentra en un
ambiente hidrofébico. En las tres cepas mutadas se observo claramente una disminucion
en la fluorescencia amarilla (Figura 15a), y para analizarlas cuantitativamente se
determiné el area que ocupa esta fluorescencia en pixeles. N2 = 56,325 + 5,323, ATM-1
= 32,033 £ 7,423, RB2580 = 25,543 + 6,067 y ATM-6 = 23,229 + 6,408. Ademas, la
densidad éptica integrada arroj6 resultados similares: N2 = 7.035e+006 £ 650,459, ATM-
1 =3.277e+006 £ 761,912, RB2580 = 2.475e+006 * 594,343 y ATM-6 = 2.433e+006 +
608,372 (Figuras 15b y c).
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Figura 15: Cambios en la distribucidon de fluorescencia de rojo Nilo.

(a). Distribucién de los lipidos en las cuatro cepas en etapa de L4 (una hora). (b). La delecion del
gen mctp-1 en la cepa ATM-1, la mutacion del gen wdfy-2 en la cepa RB2580 y el producto de la
cruza de estas dos cepas (ATM-6) inducen cambios en la distribucion de los lipidos. (c) ).
Disminucién de la concentracion de los lipidos en las cuatro cepas en etapa de L4 (una hora).
*p<0.05, n = 36.

Resistencia a aldicarb y levamisol

Con el propdsito de evaluar los efectos en la actividad presinaptica y postsinaptica, se
evaluo la resistencia a aldicarb levamisol, respectivamente. En la primera parte (Figura
16a y b), y consistente con estudios previos, se encontré que en ATM-1 el tiempo para
llegar al 50% de animales paralizados es significativamente mayor que en la cepa de
referencia (N2 = 77.31 £ 10.15 min, ATM-1 = 105.8 £ 11.58 min). La mutante de wdfy-2
(RB2580) demord 142.9 £ 11.61 min, en llegar al 50 % de animales paralizados, por lo
que es menos sensible que la mutante mctp-1. Por su parte, la doble mutante ATM-6
(113.6 = 10.53 min), se comporta de manera similar a ATM-1. Esto indica que WDFY-2
parece jugar un papel en el control de la liberacion de neurotransmisor, pero el problema
inducido en su ausencia en la cepa RB2580 se compensa parcialmente al no estar
presente MCTP-1.
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La evaluacion de la funcion postsinaptica por la resistencia a levamisol mostré que el
mutante de mctp-1 (ATM-1) tiene una ligera tendencia a paralizarse mas lentamente pero
no es estadisticamente significativo (N2 = 75.16 + 10.02 min, ATM-1 =90.51 £ 9.68 min),
lo que descarta su papel en la postsinapsis (Figura 16 c y d). Por otro lado, el mutante de
wdfy-2 (RB2580), y el doble mutante ATM-6 muestran tendencias similares en su
resistencia al levamisol que indican cierto efecto que no es acumulativo en su
susceptibilidad al farmaco (RB2580 = 125.1 £ 11.68 min y ATM-6 = 122.4 + 11.04 min,
n=125), sugiriendo su papel en la postsinapsis. El papel postsinaptico de WDFY2 fue
inesperado ya que el papel de distribucion sugerido por la expresiéon de su promotor
sugiere una distribucién principalmente neuronal, aunque existe la posibilidad de que se
requieran mas elementos del promotor que dirijan fielmente su expresion o bien se

produzca a bajos niveles en el musculo.
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Figura 16: Cambios en la susceptibilidad a aldicarb y levamisol.

(a). Las cepas mutantes son resistentes al aldicarb. (b), La cepa RB2580 presenté mayor
resistencia al aldicarb. (c). Las cepas RB2580 y ATM-6 son resistentes al levamisol. (d). Entre
las cepas RB2580 y ATM-6 no se encontraron diferencias significativas en resistencia a levamisol.
*p<0.05, n = 125.

DISCUSION

El presente proyecto se realizd con el propdsito investigar y describir si las mutaciones
individuales o combinadas de los genes mctp-1 y wdfy-2 de C. elegans generan cambios
morfoldgicos o funcionales en la transmisién sinaptica. Previamente se obtuvo evidencia
que mostré que los promotores tanto de mctp-1b (Téllez-Arreola et al., 2020), como de
wdfy-2 (Figura 5), dirigen la expresién del reportero GFP en el sistema nervioso de C.
elegans. Pese a que no proveemos evidencias sobre la funcion celular y/o molecular de
mctp-1 y wdfy-2, logramos determinar que las mutaciones de estos genes de manera
individual y en conjunto conducen a alteraciones en la funcion sinaptica y a

modificaciones en diversos comportamientos del nematodo. Estos efectos se pueden
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explicar por un fendbmeno de epistasis, como se discutiran en los siguientes parrafos.

El primer abordaje experimental evidencié que en el estado larvario L4 la cepa doble
mutante (ATM-6) es mas pequefia con respecto a la cepa silvestre (N2), mientras que las
mutantes ATM-1 y RB2580 mostraron mayor longitud que la silvestre. Sin embargo, en
la vida adulta se encontré que unicamente la cepa ATM-6 presentd una longitud menor a
la cepa N2 y que las cepas ATM-1 y RB2580 presentaron una longitud normal. Por ello
es posible deducir que los genes mctp-1 y wdfy-2 desempenan funciones en el desarrollo
del nematodo, ya que de manera individual o conjunta las mutantes muestran crecimiento
reducido o asincrénico con respecto a la cepa control. Estas alteraciones pueden ser
consecuencia de alteraciones en la via TGF-B, ya que se ha reportado que mutaciones
en componentes de esta via genera cambios en el tamafio de los nematodos debido a
un desarrollo postembrionario reducido, por lo que a pesar de tener el mismo niumero de
células que las cepas silvestres, el tamano de las células en las mutantes es menor y no

alcanzan el tamano promedio normal (Savage-Dunn et al., 2003).

Es posible explicar las diferencias en los fenotipos de las mutantes simples y la doble
mutante en términos de epistasis entre los genes mctp-1 y wdfy-2. Asi, la pérdida de la
funcién ocasionada por la mutacién en mctp-1 en la cepa ATM-1 es, al menos
parcialmente, compensada por el gen wdfy-2 mientras que en la cepa RB2580 ocurriria
el fendmeno complementario. Sin embargo, en la cepa ATM-6 al estar mutados ambos
genes su funcién individual no puede ser compensada ocasionando un desarrollo
anormal.

Por otra parte, se ha reportado que mutantes con defectos en la alimentacién causados
por alteraciones en la anatomia de la faringe, una tasa de bombeo reducida o deficiente
y una absorcion ineficiente de nutrientes por defectos en la endocitosis presentan una
disminucioén en la longitud corporal y el almacenamiento de lipidos (Moérck & Pilon, 2006).
Asimismo, se ha propuesto que WDFY-2 participa en procesos de trafico vesicular
incluyendo los procesos de endocitosis y exocitosis (Sneeggen et al., 2019), por lo que
decidimos explorar si las cepas presentaban cambios en la tasa de endocitosis ya que,
de ser asi, podriamos atribuir los defectos en el desarrollo a alteraciones en el proceso

de endocitosis. Nuestros resultados mostraron una disminucion en el llenado longitudinal
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de las neuronas anfidias en las cepas RB2580 y ATM-6, mientras que la cepa ATM-1 no
presentd cambios significativos con respecto a la cepa control. Estos resultados son
consistentes con la funcion repostada de WDFY2 por Sneegen et al. (2019), el proceso
de trafico vesicular, ya que su ausencia en las cepas RB2580 y ATM-6 ocasiono una
disminucién en el llenado longitudinal de las anfides, lo cual no se observo en la cepa
ATM-1 mutante de mctp-1. Asimismo, se decidid determinar si ademas de la alteracion
funcional existia un correlato anatomico, fue por ello que se evalué por medio de
microscopia electronica de barrido la morfologia de la probdscide de las cepas N2 y ATM-
6, basandonos en la premisa de que en esta estructura proyectan neuronas sensoriales
ciliadas de la anfide, las cuales modulan el desarrollo del gusano via TGF-§ (Tuck, 2014).
Nuestros resultados no mostraron alteraciones morfoldgicas evidentes en las estructuras
que conforman la probdscide, por lo que es posible suponer que los defectos en el
desarrollo en la cepa ATM-6 tienen un correlato funcional (disminucion en la tasa de

endocitosis) que aparentemente no repercute en la morfologia de la probdscide.

Posteriormente se decidio explorar la biomecanica del desplazamiento de C. elegans, la
cual es controlada por neuronas colinérgicas (excitatorias) y GABAérgicas (inhibitorias)
distribuidas a lo largo del cordén ventral y que regulan patrones estereotipicos de
movimiento del nematodo mediante el equilibrio excitacion/inhibicién. Decidimos explorar
este comportamiento basandonos en estudios previos realizados en nuestro laboratorio,
en los cuales se ha encontrado que la mutante del gen mctp-1 (ATM-1), presenta
alteraciones en la ovoposicion, la velocidad del arrastre, el numero de coleteos y en la
sensibilidad al aldicarb (Téllez-Arreola et al., 2020). Por ello que se exploré si las cepas
RB2580 y ATM-6 presentaban alteraciones en estos comportamientos. Nuestros
resultados mostraron que las cepas mutantes son mas lentas y presentan menos
coleteos respecto a la cepa N2, como se esperaba, sin embargo, de manera inesperada
encontramos que la cepa ATM-6 es mas rapida y presenta mas coleteos con respecto a
las mutantes individuales. Estos resultados sugieren que de alguna manera tanto mctp-1
como wdfy-2 participan en la actividad motora y podrian explicarse en términos de la
epistasis ya propuesta entre los genes mctp-1y wdfy-2, ya que en la cepa N2 estos genes

podrian participar en una via que module negativamente la velocidad y la generacion de
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coleteos del nematodo y en la cual ambos genes se inhiban mutuamente permitiendo la
locomocion normal del nematodo, mientras que en las cepas ATM-1y RB2580 al no estar
mctp-1 ni wdfy-2 (respectivamente), no se genera la inhibicion favoreciendo la expresién
del gen que si esta presente ocasionando una disminucion en la velocidad de movimiento,
entre tanto, en la cepa ATM-6 al estar mutados ambos genes, no hay inhibicion ni
sobreexpresion, por lo cual la velocidad y el numero de coleteos es mayor que en las

mutantes simples.

Con base a que encontramos alteraciones en la velocidad de movimiento, se exploro si
también se presentaban cambios en la longitud de la onda del cuerpo durante el
desplazamiento, en el cual, la transmision sinaptica permanece en constante equilibrio
de excitacién/inhibicion y que al ser alterado incide sobre las caracteristicas de la onda
del cuerpo, particularmente las motoneuronas de la clase B y D, las cuales se ha
demostrado que se encargan de mediar el desplazamiento (Gottschling, 2017). Si se
alteran las funciones de las motoneuronas de la clase B, se observarian ondas del cuerpo
con una longitud reducida (Huang et al., 2008), mientras que si sélo se expresa en las
motoneuronas de la clase D, se observaria una contraccion corporal prolongada y un
menor tiempo de movimiento, asi como una descoordinacion en el arrastre (Donnelly et
al., 2013). En este estudio no se encontraron diferencias en la longitud de la onda del
cuerpo, por lo cual se puede inferir que mctp-1 y wdfy-2 no estan involucrados en la
formacion y caracteristicas morfoldgicas de la onda del cuerpo del nematodo durante el

arrastre.

Otro comportamiento que guarda relacion con la locomocion es la ovoposicién, la cual
ocurre a través de un programa motor en el que intervienen células musculares lisas
especializadas, cuya contraccidn abre la vulva y comprime el utero para expulsar los
huevos. Existen tres modelos alternativos sobre la relacion funcional de las neuronas
HSNs y VC (1-6) en la regulacion de la ovoposicion y en estos tres esta involucrada la
liberacion de acetilcolina y dopamina (Alkema et al., 2005). Se han reportado ciertas
mutaciones que causan disminucion en la ovoposicion u ovoposicion hiperactiva por un
incremento en la misma (Brundage et al., 1996), los cuales tienen defectos en el

desarrollo, en la sefalizaciéon neuronal o en los musculos involucrados en este proceso
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(Gitai et al., 2003). Ademas, se ha demostrado la existencia de otros factores que regulan
la ovoposicién, como la regulacion por neuronas sensoriales anfidias y fasmidias, las
cuales incrementan o disminuyen los patrones motores de la ovoposicion conforme a la
disponibilidad de alimento (Fenk & de Bono, 2015; Collins et al., 2016). Estas neuronas
sensoriales también regulan la funcion de las motoneuronas HSNs y VC (Zhang et al.,
2008; Brewer et al., 2019). Otro factor es el defecto en las espermatidas, los cuales
pueden reducir la fertilidad. Entre estos defectos se incluyen aquellos generados por
mutaciones en el gen que codifica para la proteina disferlina (fer-1), proteina sensora de
calcio con un dominio C2 necesaria para la fusion de vesiculas (Corbalan-Garcia &
Gomez-Fernandez, 2014). Se encontro que la mutante sencilla ATM-1 y la doble mutante
ATM-6 presentan una menor tasa de ovoposicion respecto a la cepa control N2, no asi la
mutante sencilla RB2580, la cual presentd una tasa de ovoposicion aun mayor que la
cepa control, por lo cual se sugiere que mctp-1 y wdfy-2 participan en el control de la
oviposicion. Por otra parte, sugerimos que los cambios en la tasa de ovoposicion en las
cepas mutantes se pueden deber a una epistasis entre los genes mctp-1y wdfy-2, en la
cual mctp-1 modula positivamente este comportamiento, mientras que wdfy-2 lo modula
negativamente, ya que en la cepa mutante del gen mctp-1 (ATM-1), se observa una
disminucién en la tasa de ovoposicion, la cual puede ser generada por la pérdida de la
funcién del gen, pero también porque el gen que modula negativamente este
comportamiento esta presente y es por ello que se observa una disminucion en la tasa
de ovoposicion. Al analizar la cepa RB2580, mutante del gen wdfy-2 se observa un
incremento en la tasa de ovoposicion, el cual puede ser por la pérdida de la funcion del
gen, pero también porque el gen que modula positivamente este comportamiento esta
presente y es por ello que se observa ese incremento en la tasa de ovoposicion, por otra
parte en la cepa ATM-6 al estar mutados ambos genes, no se encuentra ni el modulador

negativo, ni el modulador positivo, por lo que la tasa de ovoposicion se ve disminuida.

Otro de los comportamientos que se estudié fue el de agregacion ya que, durante el
analisis del movimiento de los nematodos, se observo que los nematodos de la cepa
ATM-6 tendian a agregarse entre ellos. Cabe senalar que el comportamiento de
agregacion se encuentra relacionado con la quimiosensacion, la locomocion y la

ovoposicién. En general, los nematodos presentan un comportamiento individual o

46



solitario, sin embargo, pueden presentar un comportamiento social o de agregacion
asociado a varios factores, entre los cuales se encuentra variacion en el gen npr-1, el
cual codifica un receptor similar a los receptores de neuropéptido Y (NPY) de vertebrados.
Mutaciones en npr-1 cambian el comportamiento de los nematodos de solitarios a
sociales, lo cual indica que NPR-1 actua suprimiendo el comportamiento social (de Bono
& Bargmann, 1998). ElI comportamiento social también esta regulado por el
neuromoduladores que se expresan en las neuronas quimiosensitivas ASI que se
encuentran en la anfidias, cuya expresién se encuentra regulada por la densidad de
poblacién, la disponibilidad de alimento y por la feromona daumona (de Bono,
2003).Asimismo, se ha reportado que mutaciones con pérdida de la funcién en daf-7
inducen a los nematodos a cambiar su comportamiento de solitario a social (de Bono,
2003). Nuestros resultados mostraron que las mutantes de un solo gen, ATM-1 y RB2580,
disminuyen el numero y el tiempo de duracion de las asociaciones, mientras que la doble
mutante incrementa el numero y el tiempo de duracién de las asociaciones con respecto
a la cepa control. Por otro lado, al analizar el comportamiento de colisidon, encontramos
una relacioén inversa entre el niumero y el tiempo de duracién de las colisiones, ya que el
primer parametro aumentd y el segundo disminuy6 en los mutantes de un solo gen,
mientras que en el doble mutante ATM-6 el numero de colisiones fue similar al de la cepa
de referencia N2, no asi el tiempo de duracién de las colisiones, ya que este presenté un
decremento de manera significativa. EI hecho de no haber encontrado diferencias en el
numero de colisiones de la cepa ATM-6 con respecto a la cepa control y el haber
encontrado una disminucion en el tiempo de duracion de estas en la misma cepa nos
indica que ATM-6 tiende a comportarse de manera social, mientras que las otras cepas
presentan un comportamiento solitario. Estos resultados sugieren una posible epistasis
entre mctp-1 y wdfy-2 de tal manera que en la cepa N2 estos genes participen en vias
paralelas, por lo que los nematodos presentan un comportamiento solitario, mientras que
en la cepa ATM-1 la pérdida de la funcidn ocasionada por la mutacion de mctp-1 es
compensada por el gen wdfy-2, por lo que no se presentan alteraciones en el
comportamiento. En la cepa RB2580 la pérdida de la funcién ocasionada por la mutacion
del gen wdfy-2 es compensada por mctp-1 y tampoco se observan alteraciones en el

comportamiento, sin embargo, en la cepa ATM-6 al no estar ambos genes la funcién no
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puede ser compensada ocasionando un cambio en el comportamiento pasando de

solitario a social.

Debido a que Joshi et al. (2018) reportaron que MCTP-2 esta implicada en la biosintesis
de lipidos y que el mutante de mctp-1 de C. elegans presentd una disminucion en el
numero, tamafo y distribucion de gotas de lipidos, en este estudio exploramos esta
posibilidad. En principio, no encontramos una relacion aparente entre la expresion del
gen mctp-1 con los sitios de biosintesis y distribucion de lipidos que estan a lo largo del
intestino del nematodo. Sin embargo, en nuestro trabajo encontramos una disminucién
en el numero, tamano, distribucion y concentracion de los cumulos lipidicos en las cepas
ATM-1, RB2580 y ATM-6. Estos resultados concuerdan al menos con la mutante mctp-1
con los reportados por Joshi et al. (2018) en los cuales se atribuye que MCTP-2 esta
implicada en la biosintesis de lipidos por medio de su dominio RHD. No obstante, la
funcidn que desempefia WDFY-2 en este bioproceso es aun desconocida. Estos
hallazgos sugieren una epistasis entre mctp-1 y wdfy-2 de tal manera que en la cepa N2
ambos genes podrian participar en la biosintesis, almacenamiento o distribucién de
lipidos, ya que en la cepa ATM-1 la mutacion de mctp-1 ocasioné alteraciones en estos
procesos, al igual que en la cepa RB2580, en la cual las alteraciones fueron mas
perceptibles. Por otra parte, las alteraciones observadas en la cepa ATM-6 fueron
similares a las de la cepa RB2580, lo cual indica que ambos genes participan en este

proceso y que wdfy-2 lo hace en algun punto rio arriba de mctp-1.

En las figuras 3 y 5 se demuestra que los promotores de mctp-1b y wdfy-2 se expresan
en el sistema nervioso del nematodo, por lo que decidimos tratar de dilucidar las posibles
implicaciones de las mutaciones de los genes mctp-1 y wdfy-2 de manera individual y en
conjunto en el sistema nervioso de C. elegans, con base en la premisa de que la mutacion
de mctp-1 confiere resistencia a aldicarb, pero no a levamisol (Téllez-Arreola et al., 2020).
Por ello exploramos la posible implicacion funcional que podria tener la mutacion de wdfy-
2 y la doble mutacion mctp-1; wdfy-2 en la actividad sinaptica. Los resultados con aldicarb
mostraron que en ATM-1 el tiempo para llegar al 50% de animales paralizados es mayor
que en la cepa control N2, lo cual es consistente con estudios previos. También se

encontré que el mutante de wdfy-2 (RB2580) demoré mas tiempo en llegar al 50% de
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animales paralizados, mientras que el doble mutante ATM-6 se comporta de manera
similar a ATM-1. Por otra parte, los resultados con levamisol mostraron que en la mutante
de mctp-1 el tiempo para llegar al 50% de nematodos paralizados fue ligeramente mayor,
pero no estadisticamente significativo que en la cepa control N2, mientras que la mutante
de wdfy-2 (RB2580), y la doble mutante ATM-6 tardaron mas tiempo para llegar al 50%
de nematodos paralizados y mostraron un comportamiento similar. Esto indica que
MCTP-1 participa en procesos de exocitosis, ya que la cepa ATM-1 presento resistencia
al aldicarb, pero no al levamisol, mientras que WDFY-2 parece estar jugando un papel a
nivel postsinaptico y presinaptico. Posiblemente WDFY-2 favorece el trafico, la insercion
o la funcionalidad de los receptores en la membrana, ya que la cepa RB2580 fue

resistente tanto a aldicarb como a levamisol.

Por otra parte, encontramos que la cepa ATM-6 en aldicarb se comporta como la cepa
ATM-1, mientras que en levamisol como la cepa RB2580. Estos resultados sugieren
también una epistasis entre los genes mctp-1 y wdfy-2, en la cual la pérdida de la funcion
ocasionada por la mutacién del gen mctp-1 en la cepa ATM-1 sea compensada por el
gen wdfy-2, mientras que la pérdida de la funcién ocasionada por mutacion del gen wdfy-
2 en la cepa RB2580 no es compensada por mctp-1, sino pareciera que modula
negativamente la postsinapsis, Por otra parte, en la cepa ATM-6 al estar mutados ambos
genes, no hay compensacion, pero tampoco modulacion negativa, por lo que presenta

una ligera recuperacion en su fenotipo.

Estudios realizados en el laboratorio de Neurobiologia Molecular y Celular (INB, UNAM)
en D. rerio mostraron la existencia de cuatro genes distintos de mctp en este organismo:
mctpla, mctplb, mctp2a y mctp2b; los cuales codifican para al menos nueve distintas
isoformas de las proteinas Mctp. También se determindé que los ARNm de los cuatro
genes se encuentran presentes desde los estados embrionarios hasta la edad adulta.
Asimismo, se determind que tres de los cuatro genes identificados presentan splicing
alternativo en las regiones ubicadas entre los dominios C2, lo cual sugiere que todas las
isoformas podrian ser funcionales. Ademas, por hibridacién in situ se determiné que los
ARNmM codificados por los cuatro genes mctp se expresan de manera diferenciada en el

sistema nervioso y muscular del pez 24 h post fertilizacion (Espino-Saldana et al., 2020).
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Esto sugiere que la proteina MCTP puede estar implicada en procesos sinapticos en la
unién neuromuscular de vertebrados coordinando la actividad motora. También se ha
demostrado que la supresiéon de la expresion de Mctp2b por medio de CRISPR/Cas9
induce modificaciones en el desarrollo larvario del pez y posteriormente su muerte, lo cual
sugiere la importancia de esta proteina (Espino-Saldafia et al., 2020). El mecanismo por
el cual la supresion de la expresion de este gen induce muerte larvaria en D. rerio son
desconocidos. De manera concordante, nuestros resultados muestran que mctp-1
interviene en procesos de crecimiento y posiblemente en la ovogénesis, sin embargo, la

delecion del gen no es letal en C. elegans.

Pese a que no mostramos evidencia de la funcién celular de MCTP-1 ni de WDFY-2, los
ensayos farmacolégicos sugieren que ambos participan en la funcién sinaptica, lo cual,
al menos en MCTP-1 parece concordar con aquellos realizados en la union
neuromuscular de D. melanogaster en la cual la mutacion del gen Mctp causé un
decremento en la amplitud de los potenciales mini postsinapticos excitatorios (MEPSP)
debido a una liberacion basal de vesiculas exociticas disminuida, ademas, MCTP fue
localizada en reticulo endoplasmico y cercana a zonas activas de motoneuronas (Geng
et al., 2017), posiblemente relacionados con la disponibilidad de vesiculas de liberacion
facilitada, mediante una via rapida que permite la recuperacion de la membrana y la
traslocacion rapida de receptores que se activa a bajos niveles de Ca?', que es
independiente del Golgi y necesaria para la plasticidad presinaptica (Bernatchez et al.,
2009; Lek et al., 2012). Por ultimo, basandonos en nuestros hallazgos, es posible
especular que existe una interaccion entre MCTP-1 y WDFY-2 en el proceso de trafico
vesicular, la cual se daria como resultado de la convergencia de ambas proteinas en
algun organelo celular que incluya fosfatidilinositol en su membrana, dicho organelo
podrian ser los endosomas, ya que en él se ha encontrado a ambas proteinas y a que
estos se encuentran mas cerca de la membrana plasmatica, lo cual concuerda con la
ubicacion de MCTP-1. Con base en los resultados de las pruebas de sensibilidad a
aldicarb y levamisol se propone que WDFY-2 se ubicaria en la presinapsis y postsinapsis
mientras que MCTP-1 en la presinapsis (Figura 17). La evidencia experimental no define

si convergen en procesos endociticos o exociticos.
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Figura 17: Modelo de la interaccion entre MCTP-1y WDFY-2.

En el modelo se indica la ubicacion de la proteina WDFY-2 con esferas rojas y MCTP con esferas
azules. En la cepa silvestre N2 MCTP y WDFY-2 estan presentes permitiendo el funcionamiento
normal de la sinapsis. En ATM-1 no estd MCTP ocasionando alteraciones en la presinapsis. En
RB2580 no esta WDFY-2, ocasionando alteraciones en la presinapsis y postsinapsis. En ATM-6
no se encuentra ninguna de las dos proteinas, por lo que existen alteraciones en la presinapsis y
postsinapsis. EI modelo supone la colocalizacion de ambas proteinas en endosomas de la

presinapsis, pero no en la postsinapsis.
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Finalmente, los hallazgos de este estudio revelan la complejidad genética en la

interaccién entre mctp-1 y wdfy-2, y la importancia de las interacciones por

epistasis. En este proyecto, fue posible comprobar el pleiotropismo de los dos

genes, para los cuales se encontraron distintas interacciones entre ellos, asi como

eventos independientes. Esto es posible debido al contexto celular en el que se

expresan, ya que ambos genes se encuentran en neuronas mientras que wdfy-2

también se podria tener actividad en la postsinapsis.

CONCLUSIONES

La mutaciéon de manera individual y en conjunto de los genes mctp-1 y wdfy-2 de C.

elegans.

>

Genera cambios en la longitud del nematodo en la etapa de L4, los cuales en
la vida adulta unicamente se reflejan en la cepa ATM-6.

Disminuye la tasa de endocitosis sin alterar la morfologia de la probdscide.
Genera cambios en la tasa de ovoposicion.

Genera cambios en la velocidad de movimiento, mas no en la longitud de la
onda.

Genera cambios en el numero de coleteos.

Genera cambios en el comportamiento de agregacion, ya que la cepa ATM-6
pasa de solitaria a social.

Genera cambios en la distribucion de lipidos en las mutantes simples y en la
doble mutante.

mctp-1 participa en funciones a nivel presinaptico mientras que wdfy-2 a nivel

tanto presinaptico como postsinaptico.
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ANEXOS

Tabla 1: Cepas utilizadas en este estudio.

Cepa Genotipo

N2 Bristol aislado silvestre
ATM-1 (mctp-1(amtl) I)
ATM-6 (mctp-1(amtl) I; Wdfy-2(0k3592) II)
CB193 (unc-29(e193) I)
RB2580 (wdfy-2(0k3592) II)

Tabla 2: Plasmidos utilizados en este estudio.

Plasmido Gen de resistencia Descripcion
pGH8 Ampicilina Prab-3::mCherry::unc-54utr
pEDR1 Ampicilina Pwdfy-2::GFP::unc-54utr
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wlfy -2 Intoén Intron Tmtrdin Imtrdm I'ntrdm
1 > 3 & 5
1 - 1 | | 1 — i
5' 3
L 0 [l 1 L 1 L ] L 1 1 ]
Exon Exdm Exdn Excdm Ex&n Excn
1 2 3 oy 5 6
L J
BB25E80
60 > b RBz580
3P Stop

(b)

ATGGCTGCAATAATCAATCAACGC GTCGAAT A GEC GANTCAAGTATGE GAGEAGCC AAACCABE T BEtEdatiEdadatad ot
EStiiE Sttt CataaCLI Sl e taa IEI LB oAt titEaa IECaEC TCTTC TTCACAGAATCACT GG CCACCSTGEC TOG TATCAATGACS TC
ATTTTACTATCAAAAG ACGAAG GAGTCTGGACTGCAAGTGATG ATAGATCOGTTCECCTGTACT TAAAAAGHGATANTGAT

CAATTTTGGOCG TCAAT TCATCATT TCATG CCAGTTECTC CAMCAAGTCTTTATTACAGT GAAGAAACT TAT ANSTEaSTttasa St
ftaaatoetitatitittasatttiaatttttitatica GG CTG CTOGTCRG AC TTATCAATGGAAATGTCTATE AATTC AG TS TTGCCGATS
ACTTTAAC MG TATGACAGAATCCC GAAAATE GACATS TCACG CTGEACCAATC TCTGE ACTCGECTTTGCACTCTOCTCOGA

GCTCATTTTCAGCTETTCTOG AGATAANTCTATCE TCTEGCATTETTCAGAAA ATTCAAATAMGATE GEAAGTTATCTTTTGE
AMM A TAGTTGTACAGCANTGE TCATTGATC TICCATTTGTATTCGTTGGAGATCATG GTEGEECATG TCACTGTTCTTCG TATT
GTCEATAATCAACCAAATCTTG TCAGCAAGC TTAGTGCACATACS ASiSapttiita teeta T CLIt it i s taaaatattaattogaaat

GTGGCAGAGGAAAGTGGTCGGATTGAGACAACATCACTGCAGAACC TG TGGATCAGCAGTCTGTGGATCTTGETGTGACAA
CTGGACCACCTATCCACCAATGEGATATGAGACGAAAATTCGCATT TGTAATGACTGCAATGCACGAATEAAAGAT - - 72 1
CAGAATTTCA AstaagttetasagraaatgactgalgsaactatitcaattttagCCT TACTCCACTTGCAATTCCACATGAMATCCATACT
GEAATCACTGCTAT GCATCTCCAGGE AAACTCTC GEACT TCTAGT TACCAG TG GACAGAATCG TG TGAT TATGATITGE GATE
TTOGEAAGTETT TECTCTGCCCCTICTGEATCACAAT ATAACattecttctacticicga atttcticata sttt gtatttcatrtaatttatiboct
ctoctttctattttgtatattcactrtcaaa atg Cco@ toCttooccaagacca attgitg toaaatcaag accticiag aaciia coaatatttcoocgataccoctgac
agettgtotgaatagtgattgtgattdtactittctictaatococgata atttoctagtttticgactetaa aatt gtatttttacaacasagtite

Exones

Intrones

Delecidan (603 ph)

Apéndice 1: Organizacion del gen wdfy-2 y mutacién en la cepa RB2580
(a). Estructura del gen wdfy-2 en la que el cuadro rojo representa el promotor, los cuadros azules
representan los exones y los cuadros en blanco representan los intrones, la linea negra
representa la localizacién de la delecién de 603 pb en la cepa RB2580 vy la linea roja un codon
de paro. (b). Secuencia del gen wdfy-2 en la que el subrayado en amarillo se representan los
exones, el gris los intrones y el rojo la delecion de 603 pb.
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u sy su mctp-1
C2A C20  C2C TM1TM2

250bp

[

stop

gfp Chr-unc-119

stop

avliiz 3.6KXb

Apéndice 2: Estructura del alelo ATM-1. El gen que codifica para gfp se introdujo por
CRISPR/Cas9 entre el intron 4 y el exén 6 de mctp-1, generando un codén de paro prematuro
dando lugar a un alelo nulo (Téllez-Arreola et al., 2020) av112 se refiere a una delecion
introducida en el alelo utilizado por Joshi et al. (2018).

M WT ATm-a REB ATM-2 M Wt ATM-1 RB  aAtm-2 ™M WT ATna-1 RE

ATM-2 M

a b c

M: Marcador de peso molecular, WT: N2, ATM-1: Amctpo-1, RB2580: Awdfy-2,
ATM-6: Amctp-1; Awdfy-2

Apéndice 3: Genotipificacion de las cepas mutantes (a). Amplificacion del gen
silvestre wdfy-2 (1403 pb/ 800pb), las cepas WT y ATM-1 tienen presente el gen silvestre wdfy-
2, mientras que las cepas RB2580 y ATM-6 presentan la delecion de 603 pb. (b). Amplificacién
gen silvestre mctp-1 (2260pb), las cepas WT y RB2580 presentan el gen silvestre mctp-1,
mientras que las cepas ATM-1 y ATM-6 no lo presentan. (c). Amplificacion de la insercién en

mctp-1 (2006pb), las cepas ATM-1 y ATM-6 presentan la insercion en el gen mctp-1, mientras
que las cepas WT y RB2580 no.
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a Sitio de
restriccion b
AFL 1

Promotor de

P e

pMB1 Sitio d;

restriccion
Afi 3506 Fb
pPEDR1 799 pb
1 4893 pb 588 pb

GFP
Ampicilina Sitio de
R restriccién % Marcador de peso molecular

AfLIN 4+ Af

Apéndice 4: pEDRI1: (a). Mapa funcional del plasmido pEDR1, en el que se muestra el
promotor de wdfy-2 (411 pb), GFP, el gen de resistencia a ampicilina y el origen de replicaciéon
pMB1, asimismo se muestran los sitios de restriccion de la enzima Afl Il (b). Gel de agarosa
mostrando los productos predichos de la restriccion con Afl lll. (José Eduardo Diaz Rodriguez,
memoria de estancia técnica, Universidad Tecnolégica de Corregidora).
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