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Resumen

El C. elegans es una especie de nematodo principalmente hermafrodita, con una
gonada que es un sincicio formado por dos brazos idénticos en forma de U
(Pazdernik, 2013). El C. elegans tiene relevancia en el estudio de la salud y las
enfermedades humanas ya que entre el 60 y 80% de los genes humanos tienen un
ortélogo en el genoma de C. elegans (Corsi, 2015).

En la gbnada de C. elegans existen varios tipos granulos como: los cuerpos P, los
granulos germinales y cuando el gusano se encuentra en condiciones adversas, se
forman granulos de estrés (Sidibé, 2019). Estos granulos estdn compuestos por
ribonucleoproteinas (RNPs), ademas carecen de membranay a causa de su notable
plasticidad molecular son ampliamente utilizados por las células para regular una
variedad de funciones (Sidibé, 2019). Los granulos de RNPs se encuentran en un
estado liquido que coexiste con el citoplasma que también esta en estado liquido.
Debido a esto, se ha propuesto que su formacién ocurre por una separacion de
fases liquida-liquida (Kroschwald, 2015).

Entre las proteinas que se han identificado en algun tipo de granulo de RNPs se
encuentran: IFE-1, PGL-1, CAR-1, CEY-2 y MEX-5. Previamente, en el laboratorio
se evaluo el efecto del silenciamiento los genes ife-1, pgl-1, car-1, cey-2 y mex-5 en
la formacién de granulos de la helicasa de RNA CGH-1 (proteina marcadora de
ganulos de RNPs en la gonada de C.elegans, que se encuentra en la mayoria de
los granulos de RNPs) y bajo condiciones control se observaron granulos CGH-1,
principalmente en el centro de la gonada. Estos datos nos sugieren que las
proteinas IFE-1, PGL-1, CAR-1, CEY-2 y MEX-5, podrian tener un papel clave en la
regulacion de los granulos de RNPs, sin embargo, ain no es claro a qué tipo de
granulo afectan y si alteran directamente su funcion, su tamafio o localizacién o si
estas proteinas pueden contribuir a la estructura de la gébnada de C. elegans.

En este trabajo se estudio el efecto del silenciamiento los genes ife-1, pgl-1, car-1

y mex-5 por RNAI, en la formacién de granulos de los marcadores de granulos TIAR-
1 (marcador canonico de granulos de estrés) y GLA-3, tanto en condiciones control
como bajo estrés (choque térmico). Los resultados de la distribucion y el tamafio de
los granulos de estrés con el silenciamiento de car-1 (componente clave de los
granulos de procesamiento) y pgl-1 (componente clave de los granulos germinales)
nos dan indicios de que la alteracion de los componentes de los cuerpos de
procesamiento y/o los granulos germinales influyen en la localizacién, volumen total
y probablemente en la composicion de los cuerpos de procesamiento y de estrés.
Ademas, encontramos que el silenciamiento de car-1 promueve la presencia de
células multinucleadas, células apiladas y una reduccion significativa del diametro
del centro de la gbnada, estos datos nos indican que posiblemente esta proteina
participa de alguna manera en la estructura de la gbnada.



. Introduccién

1.1. Caenorhabditis elegans como modelo de estudio

1.1.1. La biologia del nematodo Caenorhabditis elegans

En 1897, Emile Maupas, un zoo6logo y botanico francés, describié a C. elegans como
una especie de nematodo que vive en el humus. Los C. elegans son principalmente
hermafroditas, tienen una vulva que se encuentra detras del punto medio del cuerpo,
pero también se pueden encontrar machos, con una frecuencia menor al 0.2%, los
cuales se caracterizan por una estructura en la cola con una bursa en forma de
corazon aplanada, que contiene nueve pares de papilas que les sirve para
aparearse (Pazdernik, 2013). Este nematodo se distribuye en areas templadas
humedas de todo el mundo, en suelos ricos en materiales vegetales en
descomposicion como frutos y tallos herbaceos gruesos los cuales contienen

bacterias que le sirven de alimento (Frézal y Félix, 2015).

En 1963, Sydney Brenner escribié en una carta a su jefe de departamento (Max
Perutz), que el “futuro de la biologia molecular radica en la extensién de la
investigacion a otros campos de la biologia, en particular el desarrollo y el sistema
nervioso”. Para abordar estos campos él propuso el uso de un organismo metazéico
gue se pudiera manipular de la misma manera que se manejan las bacterias y los
virus; por lo que sugirié al nematodo C. elegans como modelo de estudio (Pazdernik,
2013).

El C. elegans es un nematodo de vida libre pequeiio (1mm) y transparente que no
necesita ser diseccionado para poder observar sus estructuras internas, tiene un
ciclo de vida corto (aproximadamente 3 dias desde el embrion hasta el adulto con
capacidad reproductiva), que produce una gran progenie (aproximadamente 300
hijos). Su reproduccién puede ser por autofecundaciéon, en gusanos hermafroditas,
0 por apareamiento con machos, lo que hace que C. elegans sea excepcionalmente
Gtil para estudios genéticos. Es un organismo altamente diferenciado puesto que
tiene 959 células somaticas por lo que es un sistema manejable para estudios de la

funcién, desarrollo y diferenciacion celular en metazoos (Apfeld, 2018). Asimismo,



C.elegans es un organismo facilmente cultivable y puede sobrevivir a la congelacién
(-80°C en nitrégeno liquido) o a periodos largos sin alimento, lo que lo hace ideal
para la experimentacion (Frézal y Félix, 2015).

1.1.2. Ciclo de vida

En condiciones favorables, después de completar el desarrollo embrionario, las
larvas L1 de C. elegans emergen del huevo y comienzan a alimentarse, para
continuar su crecimiento a las siguientes etapas larvarias (L2, L3, L4). El final de
cada etapa larvaria se marca con una muda, durante la cual se sintetiza una nueva
cuticula especifica de la etapa y se desprende la anterior. Después de las etapas
larvarias, los organismos entran a la etapa adulta. Todo el ciclo tiene una duracién

aproximadamente de 3 dias (Altun, 2009) (figura 1).

En contraste, bajo condiciones estresantes, como el aumento de la densidad
poblacional, el suministro limitado de comida y el estrés por condiciones
ambientales, las larvas L1 entran en un estado diapausa conocido como larva Dauer
y detienen su desarrollo. En este estado los animales pueden vivir hasta 3 meses,
en contraste a los 20 dias que viven en condiciones favorables. La larva Daeur se
forma si los organismos en L1 se encuentran en ayuno cuando eclosionan. En esa
condiciéon detienen su desarrollo de tal forma que si el estrés persiste pueden
desencadenar la formacion de una larva morfolégicamente distinta a la etapa L2
denominada L2d o predauer. La larva L2d retiene el potencial de formar una larva
dauer o una larva L3, dependiendo de la persistencia de los pardmetros
ambientales, si el ambiente continGa siendo desventajoso, la larva de la etapa L2d
se transforma en un Dauer. El Dauer se considera como un estado sin
envejecimiento porque su duracion no afecta la vida del animal (Wolkow, 2015;
Carranza—Garcia, 2020). Una vez que el Dauer encuentra una fuente de alimento,
reanuda el desarrollo reproductivo mediante la muda a larva L4 y, posteriormente,
a adulto reproductivo (figura 1). Las larvas Dauer son muy resistentes al estrés. De
manera alternativa, los animales también detienen su desarrollo en la etapa L1, en
donde se vuelven mas resistentes a otros tipos de estrés llegando a sobrevivir hasta

10 dias hasta que se les proporcione alimento (Carranza—Garcia, 2020).



Durante la etapa larvaria tardia L3, los hermafroditas comienzan a producir
espermatozoides que seran almacenados en la espermateca. Como adultos
Gnicamente produciran ovocitos. Los hermafroditas adultos de C. elegans son
fértiles por 3 0 4 dias y pueden producir aproximadamente 300 individuos por
autofecundacion. Su fertilidad esté limitada por el nUmero de espermatozoides que
producen, no obstante, si se cruzan con un macho pueden llegar a tener hasta 500
hijos. Al término del periodo reproductivo, estos animales entran a una etapa post-
reproductiva que dura entre 12 y 30 dias antes de la muerte (Pazdernik 2013).
Durante la etapa post-reproductiva disminuyen las tasas de alimentacion,
defecacion y locomocion, los tejidos se deterioran y los animales se vuelven mas
sensibles a la infeccibn microbiana, estos cambios en conjunto conducen a la

muerte del organismo (Herndon, 2018).

Adulto(1110 1150pm)
Capaz de poner

8 hrs W

Desarrolio en el (lero,

Adulto joven (PN Gastrula

Comma

(900-940pm) Q GOC
e o -’(’ QOZE W L
10 hrs e
Primera dnisidn 1.5 vuelta

(40 min)

o)
L4 (620-650pm) %
/\ 64
% @

Hasta 4

o O
e 4@% 2 vueltas
%
8hrs Dauer (400pm) %,
°

L3 (490-510pm) '\3 bes
o Predauer
A L1 ’250pm)/ 3 vueltas
8 hrs L2 (360-380pm) e
-~

- Eclosion

12 hrs

Figura 1 Ciclo de vida de C. elegans. Después de la fertilizacién, la primera division
embrionaria ocurre aproximadamente en 40 minutos. La embriogénesis dura
aproximadamente 14 h a 20° C. Posteriormente pasa por 4 etapas larvarias que van de L1-
L4 hasta llegar a la etapa adulta. Los nUmeros azules indican el tiempo de transicion entre
etapas. La longitud del animal en cada etapa esta marcada en micrémetros (um). Figura
modificada de Altun, 2009.



1.1.3. Varios de los genes del C. elegans estan conservados.

El material genético de C. elegans se encuentra empacado en cinco pares de
cromosomas autosémicos y un par de cromosomas sexuales X-, si es hermafrodita
(XX) y si es macho un cromosoma sexual (X0). ElI C. elegans fue el primer
organismo multicelular al que se le secuencié su genoma completo (Corsi, 2015).
Entre el 60 y 80% de los genes humanos tienen un ortélogo en el genoma de C.
elegans, y se calcula que el 40% de los genes de este gusano tienen homologos en
mamiferos que estan relacionados con enfermedades. Por lo que muchos
descubrimientos en C. elegans tienen relevancia para el estudio de la salud y las

enfermedades humanas (Corsi, 2015).
1.1.4. Anatomia

A pesar de su pequefio, tamafo este nematodo cuenta con un sistema digestivo,
nervioso, reproductivo y musculatura (figura 2a). El sistema nervioso del adulto
hermafrodita esta conformado por 302 neuronas en 56 ganglios, mientras que los
machos tienen 381 neuronas en 92 ganglios (Strange, 2006). Una caracteristica
importante del C. elegans es que en su sistema nervioso solo tres nervios son
esenciales para la viabilidad del organismo, los cuales son CANL y CANR, neuronas
qgue recorren el canal excretor y juegan un papel importante en el sistema de
regulacion de agua y sal; y el nervio M4, que esta constituido por las neuronas
motoras faringeas que controlan el istmo peristaltismo y por lo tanto controlan la
alimentacion (Altun 2011; Strange, 2006).

1.1.5. Lagobnada

La gonada de un adulto hermafrodita consiste en dos brazos idénticos en forma de
U cada uno con aproximadamente 1000 células germinales y 143 células somaticas,
cada brazo cuenta con una espermateca que se conecta a un Utero en comudn
(Pazdernik 2013). Las células germinales de cada brazo de la génada estan
rodeados por un epitelio conocido como vaina. La parte mas distal de cada brazo
(la mas alejada al utero) contiene células germinales troncales que mantienen la

poblacién de células germinales y da lugar a los gametos. Cada célula germinal esta



rodeada por una membrana plasmatica incompleta que tiene un puente que conecta
el citoplasma de todas las células con el centro del tubo de la gébnada formando un
sincicio (figura 2b) (Strange, 2006). La génada masculina en lugar de tener dos
brazos simétricos tiene s6lo uno, el cual contiene aproximadamente 1000 células

germinales y 56 células somaticas (Pazdernik 2013).

La punta distal de cada brazo de la gdbnada cuenta con una célula somatica grande
llamada célula de la punta distal (DTC). Esta célula tiene dos funciones principales,
la primera es dirigir el crecimiento de la goénada durante el desarrollo del nematodo
y la segunda es mantener la proliferacion de las células germinales troncales (Lints,
R, 2009). La DTC mantiene la mitosis e inhibe la diferenciacién de las células

germinales a través de la via de sefalizaciéon Notch / LIN-12 (Lints, R, 2009).

Durante la cuarta etapa larvaria, las primeras 40 células germinales que se alejan
de la DTC se diferencian en aproximadamente 160 espermatides en cada brazo de
la génada. Cuando estas espermatides entran a la espermateca se activan y se
convierten en espermatozoides maduros. En la etapa de adulto, las células
germinales que entran en diferenciacion se vuelven ovocitos, los cuales detienen
su meiosis en la etapa de diacinesis de la profase | hasta ser fecundados (Lints, R,
2009). Durante la etapa tardia de la ovogénesis, el ovocito adyacente a la
espermateca madura y es empujado a la espermateca donde es fertilizado. La
Ultima etapa de la meiosis ocurre después de la fertilizacién, antes de que los
pronucleos paterno y materno se junten, para dar paso a la la embriogénesis. Las
primeras etapas de embriogénesis ocurren dentro del Utero hasta que el embrién es

expulsado al medio a través de la vulva (Lints, R, 2009).
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Figura 2. Anatomia del C. elegans hermafrodita. a) Cuerpo completo del nematodo
donde se pueden apreciar la localizacién de algunos de sus érganos internos, como la
faringe, el intestino, los brazos de la génada, la espermateca, el uUtero y la vulva. b) Dibujo
de uno de los brazo de la gbénada de C. elegans. La génada es un sincicio con forma de U
y con ayuda de la célula de la punta distal (DTC) presenta polaridad distal-proximal,
conteniendo a las células germinales troncales en el extremo mas distal, seguidas de
células en las diferentes etapas de la meiosis (las cuales se indican en la figura) y que llenan
el resto de la génada hasta formar ovocitos en la parte proximal. Figura modificada de Altun,
2009 y de Huelgas-Morales G. 2016.



1.2. Los granulos de ribonucleoproteinas (RNPs)

En las células hay granulos de ribonucleoproteinas (RNPs), es decir, compuestos
de RNAs y proteinas. Los granulos de RNPs carecen de membrana y a causa de
su notable plasticidad molecular son ampliamente utilizados por las células para
regular una variedad de funciones. Estos complejos de ribonucleoproteinas, mas
recientemente denominados “condensados biomoleculares” pueden servir como
sensores, y son importantes para una variedad de procesos intracelulares como la
plasticidad neuronal, la fertiidad y el metabolismo de RNA (procesos post-

transcripciones, la estabilizacion, represion y trasporte del RNA) (Sidibé, 2019).

Los RNPs pueden estar en el nucleo o en el citoplasma. Los granulos de RNPs
nucleares incluyen: al nucléolo, los puntos de splicing, los cuerpos de Cajal y
“paraspeckles”, que en general juegan un papel importante en la regulacion de la
expresion génica. Mientras que los granulos de RNPs citoplasmaticos incluyen los
granulos de estrés (SG), cuerpos de procesamiento o cuerpos P (PB), granulos
germinales y granulos de transporte neuronal en los axones y las dendritas de las
neuronas. Cada uno de estos granulos tiene funciones especificas ligadas a las

caracteristicas de su composicion (figura 3) (Sidibé, 2019).
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Figura 3.Tipos de granulos de ribonucleoproteinas (RNPs). En los recuadros superiores
se sefialan los grdnulos de RNPs que se encuentran en el ndcleo de las células y en los
recuadros inferiores los granulos de RNPs que se pueden observar en el citoplasma de
diferentes linajes celulares.



1.3. Caracteristicas de los granulos de RNPs y de las proteinas que los
componen gue contribuyen a la separacion de fases liquida-liquida.

Hace una década se encontré que los granulos de RNPs son compartimentos
dindmicos que comparten propiedades fisicas con los liquidos, tales como: la fusién,
la forma esférica y la reorganizacion de su contenido en segundos (Kroschwald,
2015). Debido a que los granulos de RNPs se encuentran en un estado liquido que
coexiste con el citoplasma que también se encuentra en un estado liquido se ha
propuesto que su formacién ocurre por una separacion de fase liquida-liquida o

LLPS por sus siglas en inglés (liquid-liquid phase sepration) (Kroschwald, 2015).

Una fase liquida-liqguida permite una dinamica rapida en el reordenamiento
molecular, hecho que implica que todos los componentes se difundan y estan bien
mezclados. La difusion y la mezcla son importantes para las reacciones quimicas
que requieren que los reactivos sean transportados hacia y desde los sitios de
reaccion (Hyman, 2014), por otro lado, la entrada de proteinas u otros reguladores
puedan dirigir un rapido desmontaje o que las reacciones comiencen sin ningan otro

evento regulatorio (Hyman, 2014).

Los granulos de RNPs estan enriquecidos con moléculas multivalentes, es decir,
moléculas que albergan mdultiples elementos que les permiten tener interacciones
intra o intermoleculares.Estas interacciones se dan a través de una intrincada red
de interacciones no covalentes proteina-proteina, proteina-RNA y RNA-RNA
(Banani, 2017; An, 2019). Las proteinas que promueven la separacion de fases
tienden a mantener interacciones multivalentes mediantes sus regiones
intrinsecamente desordenadas (IDR por sus siglas en inglés) (Mittag, 2018). Las
IDR son regiones de las cadenas de polipéptidos que no adoptan una estructura
plegada Unica sino que se interconvierten entre muchas conformaciones no
globulares (Mittag, 2018). Las IDRs pueden conformar diferentes dominios y
motivos que contribuyen a la separacién de fase liquido-liquido y a la formacion del
granulo (Mittag, 2018).

Otro dominio de las proteinas que promueven la separacion de fases liquida-liquida

es el de baja complejidad (LCD por sus siglas en inglés; low complexity domain), el



cual se caracteriza por un fuerte sesgo en la composicion de aminoacidos
principalmente por una reduccion de residuos hidrofébicos (Cao, 2020). Asimismo,
las proteinas que componen los granulos de RNPs también pueden llegar a

contener dominios parecidos a priones (PrLD) (Cao, 2020).

Varias proteinas que constituyen los granulos también contienen motivos RGG /
RG, que son segmentos que se observan en regiones desordenadas de baja
complejidad y tienen una alta afinidad por el RNA que le permiten su interactuaccion.
La interaccion RNA-RNA en los granulos se da mediante interacciones Watson-

Crick entre bases o por apilamiento de bases (Cao, 2020).

1.4. La composicién de aminoacidos de las proteinas que promueven la
separacion de fases.

Wang vy colaboradores (2018) realizaron una prediccion de los PrLDs de las
proteinas FUS (familia de proteinas de estudio para la separacion de fases por
excelencia) con PLAAC y confirmaron experimentalmente que estas regiones son
fundamentales para la separacion de fases. Ademas notaron que un sello distintivo
de los PrLDs de las FUS, es que son regiones ricas en arginina (R) y tirosina ().
Por lo que realizarén analisis de todo el proteoma para evaluar las frecuencias de
proteinas con IDRs que también tienen un alto contenido de tirosina y arginina, y en
su mayoria destacaron por su alto contenido de dichos aminoacidos. Ademas,
encontraron que las interacciones entre los residuos de tirosina y arginina podrian
funcionar como “stickers” ya que impulsan la autoasociacién y que las interacciones
electrostaticas desempefian un papel modulador. Por otro lado, intentaron encontrar
los “spacers” de las proteinas FUS (regiones que determinan la dinamica de las
proteinas). Para ello analizaron los sesgos de composicién dentro los PrLDs y
encontraron que la glicina (G), la glutamina (Q) y la serina (S) son los aminoacidos
con una gran frecuencia. Al sustituir las G de la PrLD por alaninas (A) en una
proteina tipo FUS, se observo que la fusion de las gotas fue mas lenta que el control.
Al contrario, al susituir los residuos de S o de Q por A la fusion de las gota fue mas
rapida. Por lo tanto, los “spacers” ricos en glicina producen gotas altamente

dindmicas al ofrecer flexibilidad a la proteina, mientras que la presencia de residuos



de serina y glutamina en los “spacers” parece reducir los arreglos internos y la
relajacion, lo que lleva a la reduccion de la fluidez de las gotas (figura 4b) (Wang,
2018).

Composicion de los “spacers”

+ Glicina (G)

Glutamina (Q) wem
Serina (S)

Figura 4. Interacciones entre aminoacidos que impulsan la separacion de fases. a) La
asociacion de las proteinas que daran paso a la formacion de los granulos estéa regida por
la autoasociacion de los residuos R e Y. b. Si los “spacers” de las proteinas que se estan
asociando para formar los granulos contienen una mayor proporcion de glicina (G) entonces
el granulo serd mas fluido, en contraste, si los “spacers” contienen una mayor proporcion
de glutamina (Q) o serina (S) entonces el granulo sera mas rigidos.

1.5. Tipos de granulos de ribonucleoproteinas citoplasméticos

1.5.1. Los granulos de transporte neuronal

Los granulos de transporte neuronal facilitan la traduccion local de proteinas, que
es fundamental para la actividad neuronal, lo que permite a las neuronas responder
rapidamente a su entorno en constante cambio. Los granulos de transporte neuronal
contienen mMRNAs detenidos traduccionalmente, asociados con proteinas
reguladoras implicadas en la proteccion del mRNA, y actian como intermediarios
entre los mMRNAs y el citoesqueleto para facilitar su transporte activo. La
composicion exacta de estos granulos es desconocida, sin embargo, la evidencia
sugiere que su composicion depende del contexto. Muchas de las proteinas que se
han identificado en estos granulos son relacionadas con el transporte, la regulacién
del RNA o la sintesis de proteinas (Sidibé, 2019).
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1.5.2. Lo cuerpos de procesamiento o cuerpos P (PB)

Los cuerpos P son sitios de almacenamiento de mRNAsS que no se estan
traduciendo y enzimas que llevan al decaimiento del mRNA, (Sidibé, 2019). Entre
los componentes de los cuerpos de procesamiento se encuentra el complejo de
desadenilacion Ccr4-Not, Lsm1-7, el coactivador de desencadenamiento y la
enzima Dcpl / Dcp2, varios activadores de desencadenamiento tales como Edc3,
Patl, DDX6, asi como proteinas de unién a RNA que facilitan la represiéon de la
traduccion como 4E-T y CPEB1 (Luo Y, 2018). Los cuerpos P se detectan en
condiciones normales en las células, pero aumentan de tamafio y en niumero en

condiciones de estrés (Sidibé, 2019).
1.5.3. Los granulos de estrés (GS)

Como su nombre lo indica, los GS se forman en respuesta al estrés ambiental.
Durante condiciones adversas, las células priorizan la sintesis de proteinas
protectoras contra el estrés, como las proteinas de choque térmico y las
chaperonas, por lo que la traduccion global de la célula se detiene (Cao, 2020). Es
importante mencionar que la manera en que se apaga la traduccién es mediante la
fosforilacién del factor de iniciacion elF2 alfa (Buchan, 2009). Los mRNAs que no
pueden iniciar la traduccion son almacenados en los granulos de estrés. Después
los GS clasifican los mMRNAs de modo que pueden ser liberados para su traduccién
0 ser enviados a degradacion a los PB. Los granulos de estrés tipicamente
contienen: mMRNAS, subunidades ribosémicas 40S, elF4E, elF4G, elF4A, elF4B,
proteina de unién a Poli (A) elF3 y elF2 (Buchan, 2009).

Las proteinas que forman los granulos de estrés son conocidas como nucleadoras,
algunas de éstas son represores de la traduccion, como la caprina-1 y TIA-1;
proteinas de union al RNA, como G3BP y enzimas con actividad de ATPasa (Cao,
2020). Todas estas proteinas tienen dominios de baja complejidad o
intrinsecamente desordenados. Estas proteinas pueden interactuar con los RNAs y
reclutar otras proteinas para formar una red de interaccion promiscua (Cao, 2020).
Una vez que el estado de estrés termina, los granulos pueden disociarse y los RNA

mensajeros son liberados para su traduccion (Buchan, 2009).



1.5.4. Granulos germinales

Los granulos germinales se encuentran en el citoplasma de las células que van a
dar origen a los gametos, es decir la linea germinal (Seydoux, 2018). Los granulos
germinales comparten componentes con los granulos de estrés y los cuerpos de
procesamiento, pero también contienen proteinas y RNA uUnicos requeridos para el
desarrollo de las células germinales. Los granulos germinales pueden llevar a cabo
una regulacion postranscripcional y proteccion de transposones especifica de las
células germinales por medio del RNA de interferencia (Voronina, 2011). Entre las
funciones de los granulos germinales se encuentran el mantenimiento de la linea
germinal, la fertilidad, la proliferacion y la proteccion de la linea germinal (Voronina,
2013; Updike y Strome 2010).

Dependiendo del organismo en donde se observen, los granulos germinales han
sido nombrados de diversas formas (Voronina, 2011). En C. elegans reciben el
nombre de granulos P mientras que en Drosophila y Xenopus se llaman granulos
polares o granulos germinales, respectivamente (Schisa, 2014). Los granulos
germinales estan presentes continuamente durante todo el desarrollo con la
excepcion de algunos espermatozoides (ver ejemplo de C. elegans en figura 5). Los
granulos germinales de Xenopus, Drosophilay C. elegans se trasmiten de ovocitos
a embriones como parte del plasma germinal, que es un citoplasma especializado
gue se segrega con el linaje germinal y es suficiente para especificar el destino de
las células germinales (figura 5). En el caso de los mamiferos, los granulos
germinales no se detectan en los ovocitos o embriones tempranos, Sino que se

forman de novo en las células germinales (Voronina, 2011).
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Figura 5. Distribucién de los granulos germinales o granulos P a lo largo del
desarrollo de C. elegans. Se observan diferentes etapas del ciclo de vida del
animal. Los granulos P se segregan asimétricamente con el linaje P que da lugar a
las células germinales primordiales Z2 y Z3. Las células germinales primordiales
proliferan durante las etapas larvarias (L1-L4).En la etapa L4 se generan los
espermatozoides, y en el organismo adulto los ovocitos. La distribucion de los
granulos P en C. elegans durante la mayor parte del desarrollo de la linea germinal
es perinuclear, sin embargo, en los ovocitos antes de la fertilizacion la distribucién
se vuelve citoplasmética mediante un mecanismo poco conocido que implica la
remodelacion de la membrana nuclear y el reticulo endoplasmico, pero después de
la fertilizacion en los embriones de 100 células la distribucion vuelve a ser
perinliclear. Figura modificada de Updike y Strome 2010.

1.6. Los granulos RNPs en lalinea germinal de C.elegans

En C. elegans los granulos germinales o granulos P tienen diferente localizacion a
largo del desarrollo (figura 5.a). En estos granulos se almacena mRNA materno con
proteinas de union a RNA especificas, las cuales usualmente participan en la

represion traduccional y degradacion del mRNA. Las proteinas que se encuentran
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en estos granulos son PGL-1, GLH-1, GLH-3, GLH-4, MEX-3, DEPS-1, IFE-1, CGH-
1, VBH-1, GLD-1, CAR-1, entre otras (Rajyaguru, 2008; Seydoux, 2018) (figura 6a).
Ademas, se ha descrito que en los granulos germinales se encuentran componentes
de la via endo-siRNA y exo-siRNA, como DRH-3, EGO-1 y los argonautas ALG-3,
CSR-1 y WAGO-1(Phillips, 2012).
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Figura 6. Tipos y localizacion de los granulos de RNPs alo largo de la linea germinal
en C. elegans. a) Se observan la distribucion y componentes de los granulos de RNP
durante la ovogénesis y la embriogénesis temprana de C. elegans.b) Micrografia
fluorescente de los granulos P, Z y Mut en la célula germinal en paquiteno. La proteina
marcada del granulo P es PGL-1::mcardinal, del granulo Z es ZNFX-1::TagRFP y del
granulo Mut es MUT-16::GFP. Figuras modificadas de Rajyaguru, 2018 y Wan, 2018.

En adultos se ha observado que algunos componentes de los granulos germinales
se separan para definir dos condensados independientes liquidos adyacentes a los
granulos germinales, estos son los granulos Z y los granulos mutantes (Mut) (figura
6.b). Los granulos Z son el puente entre los granulos germinales y los granulos Mut
y contienen proteinas como ZNFX-1 y WAGO-4, las cuales tienen la funcion de
interactuar con RNAs silenciadores en la linea germinal de C.elegans para dirigir la

herencia epigenética transgeneracional (Wan, 2018). Los granulos Mut tienen
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proteinas como Mut-16 y RRF-1, necesarias para la amplificacion de ARNpi

encargados de silenciar transposones (Phillips, 2012).

En la gbnada de C. elegans también se encuentran los cuerpos de procesamiento
(cuerpos P) que contienen proteinas como PATR-1, DCAP-1, DCAP-2, CGH-1,
CAR-1 entre otras (Schisa, 2014), cabe sefalar que CGH-1 y PATR-1 son
componentes centrales de los cuerpos P ya que en su ausencia la entrada de ARNm
en la via de desencadenamiento es ineficaz y los cuerpos P son extremadamente
pequefios (Boag, 2008; Gallo, 2008).

En el centro de la génada se forman granulos de RNA mas pequefios, llamados
granulos de almacenamiento, que contienen a la helicasa de RNA CGH-1 y la
proteina CAR-1, la funcién principal de estos cuerpos es la regulacion de un
conjunto de mMRNAs maternos especificos para prevenir su degradacion en la
gonada (Boag, 2008)(Figura 6.a). Bajo condiciones estresantes algunos de estos
granulos acumulan enzimas de degradacion y son llamados cuerpos Dcp mientras
que otros acumulan mRNA reprimidos, CGH-1 y CAR-1 llamados cuerpos grP
(Figura 6.a) (Rajyaguru, 2018).

1.7. Lago6nadade C. elegans bajo condiciones de estrés

En respuesta a tensiones ambientales, la detencion de la ovulacion, el ayuno o el
envejecimiento, el RNAm y las proteinas de unién al RNA adoptan una distribucion
diferente localizandose fuertemente en los granulos germinales perinucleares, en el
citoplasma del raquis (en el centro del sincicio de la gonada) y en el citoplasma de

los ovocitos (Schisa,2014).

Los componentes de los granulos de estrés se comparten parcialmente con los
cuerpos P, como las proteinas DCAP-2, CAR-1y CGH-1, sin embargo, los granulos
de estrés se distinguen porque incluyen componentes de la maquinaria del inicio de
la transcripcion y proteinas como PAB-1 y TIAR-1 (un homadlogo de la proteina TIA-
1 en humanos, proteina fundamental para la formacién estructural y funcional de los
granulos de estrés) (Schisa, 2014; Sun 2011). Por otro lado, el proceso de

ensamblaje de los granulos de estrés no utiliza los granulos germinales como



cimiento para su construccién, ya que no se ha detectado en los granulos de estrés
a PGL-1 o GLH-1, dos de los componentes constitutivos centrales de los granulos
germinales (Schisa, 2014).

Una proteina que también parece ser fundamental para la formacion de los granulos
de estrés en la gonada de C. elegans es GLA-3 (proteina ortéloga de la proteina
TTP en mamiferos con dedos de zinc y que es una proteina de unién al RNA) debido
a gue en su ausencia no se logra inducir los granulos de RNA en el centro de la
gonada que generalmente se forman en condiciones de estrés (Damazo-
Hernandez, 2017).

Los granulos de estrés parecen desempefiar un papel protector puesto que se
observo que TIAR-1 puede proteger las células germinales y a los embriones en
condiciones de estrés mediante diferentes mecanismos (Huelgas-Morales, 2016),
asimismo, ante un estrés como el choque térmico, GLA-3 también tiene un papel
protector de las células germinales femeninas (Damazo-Hernandez, 2017) y en
caso de faltar puede afectar, la apoptosis fisiolégica, asi como extender la meiosis
(Kritikou, 2006; Morales-Oliva,2020).

Ademas de apreciar la formacion de granulos de estrés en la génada, cuando los
gusanos C. elegans son sometidos a un estrés como ayuno, choque térmico, estrés
oxidativo u osmdtico, se puede observar un incremento de apoptosis de las células

germinales (Salinas, 2006).

Asimismo, la gbénada del gusano sufre algunos cambios estructurales cuando es
sometido a estrés (choque térmico, ayuno, dafio de DNA y estrés oxidativo) como
la formacion de células binucleadas (figura7a y b). Cuando los gusanos son
sometidos a choque térmico se observa que el raquis de la gbnada se reduce en
promedio un 50% (figura 7 c, d, e), al mismo tiempo se aprecia que el area de las
células germinales se incrementa, este crecimiento se puede deber a que las células
se expanden (figura 7 f), del mismo modo, otro de los efectos que se observan en
la gonada de C.elegans es la desorganizacion de las células germinales, ya que se

ven apiladas unas sobre otras (Morales-Oliva,2020).
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Figura 7.Cambios estructurales de la génada de C.elegans durante el choque térmico
a 31°C durante tres horas. a) Génada de gusano OD95, con PLC::GFP (verde) como
marcador de membrana y la histona-58::mCherry (rojo) como marcador nuclear, en
condiciones control. b) Gonada de gusano OD95 con choque térmico en donde se pueden
apreciar células binucleadas. c) Enfoque del raquis de la gbnada de un gusano de la cepa
OD70 (PLC::mCherry) bajo condiciones control. d) Enfoque del raquis de la gébnada de un
gusano OD70 con choque térmico donde se observa que el raquis de la gbnada disminuye
su superficie considerablemente comparado con el control. €) Comparacion estadistica del
didmetro del raquis entre gusanos en condiciones control y aquellos sometidos a choque
térmico en la cual se indica que hay una reduccion significativa del diametro del raquis
cuando los ejemplares son sometidos a choque térmico. f) Comparacion estadistica del
largo de las células superiores e inferiores entre gusanos control y con choque térmico
donde se evidencia que ambas células aumentan su largo durante el choque térmico.
Figuras modificadas de Morales-Oliva, 2020.
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[I.  Antecedentes

2.1. Elsilenciamiento de los genes pgl-1, ife-1, mex-5, car-1y cey-2 provoca
la formacién de granulos de RNPs en la gonada del C. elegans

Previamente en el laboratorio se realiz6 un analisis de microarreglos en el cual se
comparo la expresion de genes de animales silvestres hermafroditas adultos bien
alimentados (control) contra animales sometidos a un ayuno de 6 horas (Silva-
Garcia, 2013). En este experimento se encontraron 321 genes cuya expresion se
altera cuando los animales son sometidos al ayuno, de los cuales 154 aumentan su
expresion y 167 la disminuyen. Los genes que se identificarén en ambos grupos en
su mayoria participan en el metabolismo del DNA o del RNA, en la estructura y
organizacioén celular (Silva-Garcia, 2013). En un trabajo posterior se seleccionaron
genes que disminuyen sus niveles de expresion durante el ayuno y que ademas
codifican para proteinas asociadas a granulos de RNPs. Entre los genes
seleccionados se encontraban ife-1, pgl-1, car-1, cey-2 y mex-5 (ver Tabla 1). Se
evaluo el efecto del silenciamiento de estos genes en condiciones control y en ayuno
de 6 horas, en la formacion de granulos la helicasa de RNA CGH-1 (ver Tabla 1)

mediante inmunotincion (Lascarez-Lagunas, 2014).

De acuerdo con Lascarez-Lagunas, se observaron granulos de RNPs en
condiciones normales, principalmente en el centro de la gbnada, en los animales
tratados con RNA de doble cadena de ife-1, pgl-1, car-1, cey-2 y mex-5 (figura 8).
Los granulos aumentaron de tamafio cuando los animales fueron sometidos al
ayuno (figura 8). Aungue no es claro el motivo por el cual con el silenciamiento de
estos genes se observan granulos RNPs en el centro de la génada, Lazcarez-
Lagunas discute que esto se puede deber a que estos genes participan en la
regulacion directa de la expresion y/o localizacion de CGH-1, o que estos genes son
indispensable para la formacion o funcién de RNPs. Sin embargo, no descarta que
el fendbmeno observado se deba a procesos independientes para cada gen, debido
a gque la formacion de granulos varia de tamafio y localizacion de la gonada (centro

y/o ovocitos) dependiendo del gen que este siendo silenciado.
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Figura 8. Al silenciar los
genes pgl-1, ife-1, mex-
5, car-1 y cey-2 en la
génada se observa la
formacién de granulos
de CGH-1. Fotos de
gonadas tefiidas con
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CGH-1 en animales N2
adultos control (PV) o
con RNAIi de los genes
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y el nimero de animales

(n).

La formacion de los
granulos CGH-1 en
condiciones normales se
observa principalmente
en el centro de la gbnada
y tras el ayuno su
formacion se incrementa.

Imagen de Lazcarez-
Lagunas, 2014.



2.2,

1, CEY-2y MEX-5 en la génada de C.elegans

Caracteristicas y funciones de las proteinas CGH-1, IFE-1, PGL-1, CAR-

Tabla 1._Resumen de las funciones de las proteinas CGH-1, IFE-1, PGL-1, CAR-
1, CEY-2 y MEX-5 en la génada de C.elegans

reguladores de
traduccion y con
un conjunto
especifico de
MRNA maternos.

clave en la represion
traduccional de estos mMRNAs.
-Es necesaria para la funcion de
los ovocitos y los
espermatozoides.

-Protege a la linea germinal de
la apoptosis.

- Esta presente en granulos
germinales, granulos de
almacenamiento, cuerpos P y
granulos de estrés.

Proteina | Tipo de Papel en C.elegans Bibliografia
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en AU
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CNOTL1Yy, porlo
tanto,
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mecanismo para
atenuar la
sintesis de
proteinas.

lll.  Planteamiento del problema

El silenciamiento de la expresion de las proteinas de union a RNA PGL-1, IFE-1,
MEX-5, CAR-1y CEY-2 provoca la formacién de granulos de RNPs en el centro de
la génada en condiciones control cuando se utiliza a CGH-1 como marcador. Estos
datos nos sugieren que estas proteinas podrian tener un papel clave en la
regulacion de los granulos de CGH-1 (proteina presente en la mayoria de los
granulos), sin embargo, aun no esta claro a qué tipo de granulos afecta, si afectan
directamente la formacion de los granulos, su funcion, su tamafio o localizacion, o
si estas proteinas pueden contribuir a la estructura de la génada de C. elegans. Por
lo que nos interesa estudiar mas a fondo qué papel juegan estas proteinas en la

formacion de granulos.



IV. Hipotesis

TIAR-1 y GLA-3 son componentes de granulos de de ribonucleoproteinas, sin
embargo, su localizacién en estos condensados dependera de la proteina que sea

silenciada.

V. Objetivo general

Estudiar la participacion de las proteinas PGL-1, IFE-1, MEX-5 y CAR-1 en la
formacion, tamafo, y/o localizacién de granulos de RNPs, asi como en la estructura

de la gbnada de C.elegans

VI. Objetivos particulares

e Mediante métodos bionformaticos predecir los dominios las proteinas PGL-
1, IFE-1, MEX-5, CAR-1, CEY-2, CGH-1, TIAR y GLA-3.

e Determinar el efecto del silencimiento de los genes pgl-1, ife-1, mex-5 y car-
1 en la formacion de granulos de RNPs definidos por las proteinas TIAR-1y
GLA-3.

e Estudiar si el silenciamiento de los genes pgl-1 y car-1 afecta la localizacion

y el tamafio de granulos de estrés inducidos por calor.

e Estudiar la estructura de la gbnada cuando el gen car-1 es silenciado.



VIl.  Materiales y métodos

7.1. Mantenimiento de las cepas de C. elegans

Para este trabajo se utilizaron organismos adultos jévenes de un dia de edad
portadores de los transgenes GFP::GLA-3 gla-3a(tn1734[gfp::3xflag::gla-3a]) de
Tsukamoto, 2017, TIAR-1::GFP (tn1545 [ tiar-1 ::s:: tev :: GFP]) de Huelgas-Morales
G, 2016 y OD95 [pie-1p::mCherry::his-58+unc-119(+)]; [pie
1p::GFP::PH(PLC1deltal) + unc-119(+)] de McNally, 2006. Los animales se
crecieron en cajas Petri medianas que contenian normal growth medium (NGM)
(tabla 2) inoculado con Escherichia coli OP50-1 como alimento. Para el
mantenimiento de las cepas se seleccionaron cinco gusanos que se encontraban
en etapa adulta y dos veces a la semana se colocaron en cajas Petri medianas con
medio y alimento fresco, las cajas en las que crecieron los gusanos fueron
mantenidas a 20°C.

Tabla 2. Reactivos y cantidades necesarias para la elaboracion de un litro de NGM, tanto

para las cajas de mantenimiento como para las cajas que se utilizaron para los
experimentos de RNAI.

Reactivo NGM para NGM para iRNA
mantenimiento

Cloruro de sodio (NaCl) 2¢ 29

Bactotriptona 49 49

Fosfato de potasio monobasico 30 39

(KH2PO4)

Fosfato de potasio dibasico 59 59

(K2HO4)

Colesterol (C27H460) 0.0008 g 0.0008 g

Agar 20g 30¢g

Para el cultivo de E. coli OP50-1 se utilizo el medio liquido Luria Bertani (LB) (tabla
3) complementado con el antibiético de seleccion estreptomicina (50ug/ ml). El

medio fue inoculado con la cepa E. coli OP50-1 y se mantuvo en agitacién a 37°C



durante 16 horas. Las cajas Petri con NGM fueron inoculadas con unas cuantas
gotas del medio con el crecimiento bacteriano se dejaron secar y fueron

almacenadas a 4°C.

Tabla 3.Reactivos y cantidades necesarias para la elaboracién de un litro de medio Luria
Bertani (LB).

Reactivo Cantidad
Cloruro de sodio (NaCl) 59
Bactotriptona 10g
Extracto de levadura 549

Agar (solo para medio sdlido) 35¢

7.2. Silenciamiento de genes por RNA de interferencia (RNAI)

El RNA de interferencia es un mecanismo altamente especifico para la inhibicion
de la expresion de un gen a nivel post-transcripcional, esto mediante la degradacién
del RNA transcrito (figura 9). Este mecanismo de silenciamiento génico fue descrito
por primera vez en C. elegans (Vilgelm, 2006). La induccion de RNAi en C. elegans
puede hacerse a través de la inyeccion de moléculas de dsRNA en la génada o por
alimentacion. Para este trabajo se utilizd el método por alimentacién para la
induccion de RNAi (Fire, 1998).

Las bacterias con los plasmidos que contenian los dsRNA para los genes pgl-1, mex-
5, ife-1 y car-1, se obtuvieron de la biblioteca de dsRNA de C. elegans (open
Biosystems). Mientras que el plasmido con el dsRNA para el gen ife-1 fue clonado
por Lazcarez-Lagunas, 2014. Estas bacterias fueron cultivadas en medio LB sélido
(tabla 3) complementado con ampicilina (50 pg/mL) y tetraciclina (12.5 pg/mL) e
incubadas a 37°C. Después se selecciono una colonia aislada de cada crecimiento
bacteriano y fueron resembradas en medio LB liquido complementado con
ampicilina (50 ug/mL) y tetraciclina (12.5 pg/mL) e incubadas a 37°C en agitacion.
Cada uno de los crecimientos bacterianos fue concentrado y congelados para su

posterior uso.



Las bacterias anteriormente cultivadas fueron inoculadas en cajas con medio NGM
para RNAI (tabla 2) complementado con ampicilina (50ug/mL), tetraciclina (12.5
pg/ml) y con IPTG (1 mM). Las cajas se dejaron a temperatura ambiente por 18
horas, tiempo suficiente para la induccién de dsRNA en las bacterias; como control
de RNAI se usoé el plasmido vacio PD129.36 (PV). Después se colocaron los

gusanos sincronizados para que consumieran las bacterias con los dsRNA de los

genes diana.
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Figura 9. Mecanismo del RNA de interferencia. 1. EIl RNA de doble cadena, dsRNA, es
escindido por la ribonucleasa Il (Dicer) para producir RNA de interferencia (siRNA). 2. El
siRNA se une al complejo de nucleoproteina RISC. 3. En RISC hay una hélicasa que
desenrolla el duplex de siRNA de modo que solo queda unido a la cadena antisentido de
SsiRNA, en este momento el complejo RISC pasa a un estado activo. 4. El RISC activo
reconoce y se une al mMRNA objetivo mediante el emparejamiento complementario con la
cadena de siRNA antisentido. 5. Otro componente de RISC son los argonautas (Ago2 por
ejemplo) que escinden el mMRNA. Paso adicional las plantas y los nematodos tienen un
mecanismo que amplifica los siRNA. En este caso, la ARN polimerasa dependiente de ARN
(RdRp) sintetiza dsRNA en una plantilla de RNAm, utilizando la cadena antisentido de
siRNA como cebador. El dsRNA recién sintetizado es escindido por Dicer para producir un
nuevo conjunto de siRNA. Figura modificada de Vilgelm, 2006.

26



7.3. Sincronizacion de C. elegans

Para tener el control de la edad de los gusanos de C. elegans, se realizo el
procedimiento de sincronizacion. Para la sincronizacion se utiliz6 una caja con una
abundante cantidad de gusanos adultos de la cepa de interés, a la caja se le agregé
1 mL de M9 (tabla 4), después los gusanos en el M9 fueron recolectados en un tubo
eppendorf de 1.5 mL, enseguida se le agregaron 200uL de cloro concentrado
comercial y 300puL de sosa (5N), los gusanos fueron vortexeados durante 5 minutos
con el fin de romperlos y liberar los embriones que habia en su interior, después se
retird el sobrenadante y se lavé el botén con M9 para quitar los restos de cloro y
sosa. Los huevecillos fueron resuspendidos en 10 mL de medio M9 y se
mantuvieron a 20°C en movimiento toda la noche. Como se menciond en la seccion
del ciclo de vida de C. elegans, cuando se someten al ayuno después de completar
el desarrollo embrionario, las larvas arrestan su desarrollo en el estadio L1 hasta
gue encuentran una fuente de alimento, por lo que todos los organismo suspendidos
en el M9 se encontraran en la fase L1. Después, los gusanos en estadio L1 fueron
sembrados en cajas Petri con NGM y con bacterias con los plasmidos que contenian

los dsRNA de los genes de interés como alimento para continuar con su crecimiento.

Tabla 4. Reactivos y cantidades necesarias para la elaboracién de un litro de medio M9.

Reactivo Cantidad
Fosfato de sodio (NaHPO4) 69
Fosfato de potasio monobésico (KH2PO4) 3 g
Cloruro de sodio (NaClo) 50
Sulfato de magnesio (MgSOQOa) 0.25¢

7.4. Choque térmico
Se observaron y compararon las génadas de los gusanos que fueron alimentados
con dsRNA para pgl-1, car-1 o el plasmido vacio (PV) en condiciones control

(mantenidos a 20°C) y sometidos a choque térmico.



Los adultos de un dia de C. elegans que previamente fueron alimentados con
dsRNA para pgl-1, car-1 o plasmido vacio (PV), fueron sometidos a un choque
térmico. Para ello, las cajas Petri en las que crecian fueron colocadas durante tres

horas en bafio Maria a una temperatura de 31°C.

7.5. Montaje para la observacion de los granulos de estrés
Para visualizar las gonadas de los gusanos C. elegans, se utilizd microscopia tipo
Nomarski y/o de fluorescencia. Con un microscopio Nikon Eclipse E600. Las

fotografias fueron tomadas con una camara AxioCam MRc de ZEISS.

7.6. Andlisis de las fotografias tomadas y estadistica

Las fotografias fueron modificadas por igual en el contraste y el color en el programa
ImageJ (U.S National Institute of Health Bethesda, Maryland, USA), también se
utilizé ImageJ para determinar la longitud de las células superior e inferior de las
gonadas y el diametro del raquis de las gonadas. Los datos obtenidos de tres
experimentos independientes de las mediciones fueron analizados por t-student no

pareada con el programa GraphPad Prism.

7.7. Estudio de la arquitectura de la gbnada

Para observar la estructura de las gonadas se utilizé la cepa OD95. Los animales
adultos de 1 dia de la cepa OD95 alimentados con PV o con dsRNA para car-1 en
condiciones control (mantenidos a 20°C), se colocaron en portaobjetos cubiertos
con una capa de agarosa al 2%, se inmovilizaron con tetramizol 10mM y se observo

en el microscopio la epifluorescencia.

Se capturd laimagen de un brazo de la gdbnada de cada nematodo en el plano medio
y las fotografias fueron procesadas con el software Fiji, para la correccién de
contraste, para realizar las mediciones del diAmetro del raquis y la longitud de una

célula posterior y una inferior.

7.8. Andlisis bioinforméaticos

7.8.1. Secuencias de aminoacidos

Las secuencias de aminoacidos de cada una de las proteinas de interés fueron

obtenidas de la base de datos UniProt https://www.uniprot.org/: CGH-1



https://www.uniprot.org/

(CGH1_CAEEL), TIAR-1 (Q95QV8_CAEEL), GLA-3 (002289 CAEEL), PGL-1
(PGL1_CAEEL), CAR-1 (CELE_Y18D10A.17), MEX-5 (MEX5_ CAEEL), CEY-2
(P91306_CAEEL) e IFE-1 (IFAE1_CAEEL).

7.8.2. Prediccion de las regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs) y
carga de hidropatia

Para el calculo de las posibles IDRs de las proteinas de interés se utiliz6 PONDR.
PONDR es una red de retroalimentacion que utiliza los atributos de las secuencias
con una ventana de entre 9 a 21 aminoacidos dependiendo del algoritmo. Estos
atributos (como la composicion fraccionaria de aminoacidos particulares, la
hidropatia o la complejidad de la secuencia) se promedian en estas ventanas y los
valores se utilizan para entrenar la red durante la construccién del predictor. Para
este trabajo se utilizd el logaritmo VLXT, asimismo, se determiné la carga de

hidropatia (http://www.pondr.com/). Adicionalmente, se seleccionaron todas las

IDRs de cada proteina de interés, para identificar, cuantificar y graficar su

composicién de aminoacidos.
7.8.3. Prediccidon de secuencias similares a priones.

Para determinar si la composicion de aminoacidos de las proteinas es similar a
priones se utiliz6 PLAAC, que mediante el algoritmo de modelo de Markov oculto

(HMM) identifica subsecuencias pridnicas candidatas (http://plaac.wi.mit.edu/).

7.8.4. Prediccién de regiones de baja complejidad LCR

La prediccion de las regiones de baja complejidad de las proteinas de estudio se
realizé con dos diferentes algoritmos (SEG y CAST) con PLATOLOCO. La regién
designada como de baja complejidad en este trabajo fue aquella donde ambos

algoritmos coincidieron (http://platoloco.aei.polsl.pl/#!/query).

7.8.5. Prediccion de separacion de fases

Se utilizé6 PSPredictor http://www.pkumdl.cn:8000/PSPredictor/ para determinar si

las proteinas son propensas a formar una separacion de fases.
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VIll. Resultados

8.1. Los analisis bioinforméticos de las proteinas PGL-1, TIAR-1, GLA-3,
CAR-1, CEY-2 y MEX-5 predicen dominios que favorecen la formaciéon de

granulos de RNPs.

Mediante herramientas bioinforméaticas se buscaron dominios en las proteinas CAR-
1, CEY-2, IFE-1, MEX-5 y PGL-1 que podrian estar involucrados en la formacion de
granulos. Se incluyé en el estudio a las proteinas que utilizamos como marcadoras
de granulos: CGH-1, TIAR-1 y GLA-3. Los dominios que se buscaron fueron las
regiones intrinsecamente desordenados (IDR) con el programa PONDR, dominios
de baja complejidad (LCD) con el programa PLATOLOCO, y dominios tipo prion
(PrLD) con el programa PLAAC. También se estudio la hidropatia de las proteinas,
la cual nos sugiere si las proteinas podrian ser ordenadas o desordenadas, asi
como el indice de separacion de fases, que nos predice qué tan propensas son las
proteinas a formar una separacion de fases (PSPredictor). En la figura 10 se
resumen las regiones anteriormente mencionadas para cada una de las proteinas
de estudio y adicionalmente en las secciones suplementarias A-E se muestra el

detalle de los andlisis para cada proteina.

Como se observa en la figura 10.a para CGH-1 no se predice la presencia regiones
IDR, LCD o PrLD, ademas, el indice de hidropatia predice que es una proteina
ordenada, por ultimo en PSPredictor no se predice que pueda ser una proteina que

Se separe en fases.

La proteina IFE-1 no presenta regiones IDR, LCD o PrLD, ademas, el indice de
hidropatia predice que es una proteina ordenada (figura 10.b). Acorde con lo
encontrado en los programas anteriores, en PSPredictor no se predice que pueda

ser una proteina que participe en la separacion de fases.

La proteina PGL-1 tiene cuatro IDRs, una se encuentra cerca del dominio de
dimerizacion, otra antes de la caja RGG y dos coinciden con la caja RGG, (figura
9.c). Ademas, la caja RGG esta compuesta solo por los aminoacidos Ry G por lo

cual es clasificada como una LCD, asimismo, esta region también se predice como



una PrLD. Y PSPredictor nos indica que es proteina que es propensa a formar

separacion de fases (10.c).

El analisis bioinformatico predice que TIAR-1 cuenta con una region tipo prion cerca
del N-terminal. Ademas, después de los dominios de RRM se encuentra una IDR y
el C-terminal es clasificado como un dominio LCD y PrLD. La hidropatia indica que
es una proteina desordenada y de acuerdo con el PSPredicto pueden separarse en

fases (figura 10.d).

La proteina GLA-3 tiene dos IDRs casi en el centro de la proteina. Una IDR coincide
con una PrLD mientras que la otra IDR coincide con una LCD. Inesperadamente,
en medio de estas regiones hay una regidon que tiene una baja complejidad de
aminoacidos y que ademas es tipo prion pero no es IDR (figura 10.e). De acuerdo
al indice de hidropatia es clasificada como desordenadas y pueden formar

separacion de fases de acuerdo con PSPredictor.

La proteina CAR-1 es una proteina con un dominio similar a SM (LSM) de union a
RNA (Albrecht, 2004). De acuerdo con el andlisis bioinformatico el dominio LSM se
encuentra delimitado por IDRs en ambos extremos. Los dos IDRs también son
clasificados como PrLD y LCD. Esta proteina es catalogada como una proteina
desordenada capaz de formar una separacion de fases por el indice de hidropética
y por PSPredicto respectivamente (figura 10.f).

Como se observa en la figura 10.g CEY-2 es una proteina con varias IDRs.
Asimismo, buena parte del C-terminal se clasificada como LCD, en contraste, esta
proteina no parece tener regiones tipo prion (PrLD). Finalmente, el indice de
hidropatia nos prediceque es una proteina desordenada. En PSPredictor se predice

que puede ser una proteina que se separa en fases.

Para MEX-5 se predice que tiene un gran IDR cerca del N-terminal, que su vez es
una PrLD y LCD. Por otro lado, cerca del C-terminal se encuentra otra IDR pequeia
(Figura 10.h). Esta proteina es clasificada como desordenada segun el indice de

hidropatia y pueden formar separacion de fases de acuerdo con PSPredictor.
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Figura 10. Esquemas de las probables regiones importantes para la separaciéon de
fases en las proteinas de estudio. Se muestran las regiones predichas como
intrinsecamente desordenadas (IDR), dominios de baja complejidad (LCD) y dominios tipo
prion (PrLD) de cada proteina y la prediccion de si son proteinas potenciales para la
separacion de fases (SLL). ** hace referencia al tipo de proteina que se predijo en el indice
de hidropatia. a) CGH-1 b) IFE-1 c) PGL-1-1 d) TIAR-1 e) GLA-3-1 f) CAR-1 g) CEY-2y h)
MEX-5.
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8.2. De acuerdo a predicciones bioinforméaticas las proteinas CAR-1y PGL-

1 podrian poseer una gran capacidad de autoasociacion para formar granulos

Se seleccionaron las regiones identificadas como IDR, LCD, PrLD de las proteinas
TIAR-1, GLA-3, PGL-1, MEX-5, CEY-2 y CAR-1 para calcular la frecuencia de los
aminoacidos que las componen. Se puso un interés especial en la proporcion de
arginina (R) y tirosina (Y), ya que las interacciones electrostaticas de ambos
aminoacidos impulsan la autoasociacion en las proteinas, caracteristica importante
para la formacion de granulos. También se presté interés en la proporcion de glicina
(G), glutamina (Q) y serina (S) que componen estas regiones, ya que dependiendo
de la proporcion de estos aminoacidos se puede predecir la dinamica de las
proteinas en los granulos. Dado que, la presencia de residuos de Sy Q en estas
regiones parece reducir la fluidez de los granulos, mientras que una gran proporcion
de G aumenta la fluidez de los mismos (Wang, 2018).Las proteinas GLA-3 y CEY-
2 son proteinas que carecen de Y en sus IDRS, TIAR-1 no contiene R, mientras que
PGL-1, CAR-1 y MEX-5 poseen ambos aminoécidos. Dada esta composicion de
aminoacidos se puede predecir que MEX-5, PGL-1 y CAR-1 son las proteinas que
tienen una mayor capacidad de autoasociacion de nuestras proteinas de estudio
(Figura 11).

Como se observa en la figura 11, las regiones involucradas en la formacion de los
granulos de las proteinas TIAR-1, PGL-1 y CAR-1 tiene una gran proporcion de G,
mientras que MEX-5 tienen una mayor frecuencia de Q, por otro lado, CEY-2 y GLA-
3 tienen una mayor porcion de S. Con estos datos se podria predecir que los
granulos de las proteinas TIAR-1, PGL-1 y CAR-1 serian mas fluidos que los

granulos compuestos por MEX-5, GLA-3y CEY-2.
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Figura 11. Prediccidon de la capacidad de autoasociacion y fluidez de los granulos
formados por TIAR-1, CAR-1, MEX-5, CEY-2, GLA-3 0 PGL-1. De las proteinas TIAR-1,
CAR-1, MEX-5, CEY-2, GLA-3 y PGL-1 se seleccionaron las IDRs, LCDs, PrLDs regiones
involucradas en la formacion de los granulos. Se cuantificd y grafico la frecuencia de cada
aminodcido. Los aminodcidos tirosina (Y) y Arginina (R) le proporcionan una mayor
capacidad de autoasociacion a la proteina. Las proteinas que contengan una mayor
proporcion de glicina (G) seran mas fluidez que aquellas que contengan una mayor
proporcioén de glutamina (Q) y serina (S).

8.3. El silenciamiento de car-1 y pgl-1 promueve la formacion de granulos

de GFP::GLA-3 en el centro de la gbnada de C.elegans

Previamente observamos que el silenciamiento de los genes pgl-1, ife-1, mex-5, car-
1y cey-2 provoca la formacion de granulos en el centro de la gbnada cuando se
utilizé como marcador a la helicasa de RNA CGH-1 (Lazcarez-Lagunas, 2014). Con
el propdsito de estudiar con mas detalle este fenémeno se silenciaron los genes pgl-
1, ife-1, mex-5, car-1 y cey-2 utilizando dos marcadores de granulos diferentes. El
transgen TIAR-1::GFP (Huelgas-Morales, 2016) y el transgen GFP::GLA-3
(Tsukamoto et al. 2017).
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Los genes utilizados para hacer RNA de interferencia fueron obtenidos de la
biblioteca Open Biosystems (Hutsvillle, EU). Antes de iniciar nuestro trabajo estas
clonas fueron enviadas a secuenciar para corroborar su identidad.
Desafortunadamente, la clona del gen cey-2 no correspondio a la secuencia de este
gen, por lo que fue descartada de nuestro estudio (seccion suplementaria F). Para
verificar la eficiencia de los RNAI se observaron los fenotipos que se producen al
silenciar los genes y se compararon con lo reportado en la literatura (Seccion
suplementaria G) y en el caso pgl-1 se verifico el silenciamiento con la cepa PGL-
1::GFP (Gallo, 2010) (Seccion suplementaria G).

Los animales de las cepas TIAR-1::GFP y GFP::GLA-3 sincronizados en fase L1 se
colocaron en cajas para que se alimentaran con bacterias que contenian dsRNA
para pgl-1, ife-1, mex-5, car-1 o un plasmido vacio (PV) y se dejaron a 20°C hasta
que fueron adultos de un dia de edad para ser observados en el microscopio. En
contraste con los datos obtenidos previamente por Lascarez-Lagunas, 2014, el
silenciamiento de los genes pgl-1, ife-1, mex-5 y car-1 no indujo la formacion de

granulos cuando se utilizé al marcador TIAR-1::GFP (figura 12 c, e, g, i).

Tampoco se observo la formacion de granulos cuando se silenciaron los genes mex-
5 e ife-1 en el transgen GFP::GLA-3, (Figura 12 h, j). No obstante, tras el
silenciamiento del gen pgl-1, el 40% de los gusanos observados si formaron
granulos de GFP::GLA-3. Estos granulos se observaron principalmente en el centro
de la gbnada aunque difusos y de tamafio pequefio (Figura 12 d). Con el
silenciamiento de car-1 se observé que el 90% de los gusanos se formaron granulos
GFP::GLA-3 en el centro de la gonada (Figura 12 f). Finalmete, nos llamé la atencion
que la morfologia de las gbénadas de los animales del transgen GFP::GLA-3 se
encontraba desordenadas ya que los nucleos laterales parecian formar “crestas”

dentro de la gbnada (Figura 12 f).
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Figura 12. El silenciamiento de los genes car-1 y pgl-1 provoca la formacién de
granulos compuestos por GFP::GLA-3 pero no por TIAR-1::GFP. Se observan las
gonadas de animales adultos de un dia del transgen TIAR-1::GFP alimentados con
bacterias con dsRNA para el gen a) pv (control) c) pgl-1 e) car-1 g) ife-1i) mex-5y goénodas
de animales del transgen GFP::GLA-3 alimentados con bacterias que expresaban dsRNA
para los genes b) pv d) pgl-1 f) car-1 h) ife-1 j) mex-5. En cada gbnada se indica la region
dista (d) o proximal (p). Para el caso de car-1(RNAI) y pgl-1(RNA-1) hay imagenes con
estrellas que son acercamientos de las gonadas, en ellas se observan A que sefialan lo
granulos. Las lineas punteadas remarcan la formacion de “crestas” de los nucleos laterales.
Cada imagen muestra el porcentaje de animales que presentan el fenotipo. Este ensayo se
realiz tres veces con al menos 20 individuos cada uno.
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8.4. El silenciamiento de pgl-1y car-1 afecta la distribucion de los granulos

de GFP::GLA-3 en la génada de C. elegans durante un choque térmico.

En el ensayo anterior se demostré que no hay formacion de granulos con el
marcador canonico de granulos de estrés TIAR-1 cuando se silencian a los genes
pgl-1, ife-1, mex-5 y car-1. En contraste, el silenciamiento de los genes pgl-1y car-
1 en el transgen que contiene a GFP::GLA-3 produjo la formacién de granulos en el
centro de la gonada.

Con el fin de saber si el silenciamiento de los genes car-1y pgl-1 afecta la formacion
de granulos de estrés durante el choque de calor, se expusieron a los animales de
las cepas TIAR-1::GFP y GFP::GLA-3 con pgl-1(RNAI), car-1(RNAIi) o control (PV)
a 31°C por 3 horas. En los gusanos control (PV) sometidos a choque de calor, se
observé en ambas cepas la formacion de granulos en el centro de la gonada y en
los ovocitos. Ademas se observd que los granulos perinucleares aumentan de

tamafio en estas condiciones (Figura 13.c y d).

Como se habia mencionado anteriormente, en el silenciamiento de los genes pgl-1
y car-1 en la cepa TIAR-1::GFP no se observaron granulos en condiciones control
(Figura 13. e y i), sin embargo, cuando los animales fueron sometidos a choque de
calor se observo la formacion de granulos en el centro de la génada (Figura 13 gy
k). En el caso TIAR-1::GFP con pgl-1(RNAI) una menor cantidad de animales formé
granulos (solo el 85%). Los granulos formados en el centro de la génada eran
menos y mas redondeados, asimismo, no se observo el aumento de tamafio de los

granulos perinucleares en contraste con el control (Figura 13.9g).

Los animales TIAR-1::GFP con car-1(RNAI) expuestos a choque térmico formaron
granulos en el centro de la gdnada mas grandes que en el control, también formaron
una linea discontinlia y no tan recta de granulos en el centro de la gbnada (Figura
13 k). Los granulos en los ovocitos de estos animales mostraron un aumento muy

notable de tamafio (Figura 13.k).

En la cepa de GFP::GLA-3 con pgl-1(RNAI) expuesta a choque térmico no se

observé el aumento de tamafio de los granulos perinucleares, sin embargo, los



granulos en el centro de la génada fueron extremadamente grandes (Fig 13 h).
Finalmente, comparados con aquellos que crecieron en condiciones control, los
gusanos GFP::GLA-3 con car-1(RNAI) expuestos a choque térmico mostraron un
mayor desorden de los nucleos y una reduccion muy evidente del centro de la
gonada, de modo que los granulos parecieron formar un condensado continuo en el

centro (Fig 13 1).
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TIAR-1::GFP

GFP::

GLA-3

100%

Figura 13. El
silenciamiento de los
genes car-1y pgl-1 altera
el aspecto de los granulos
de estrés por choque
térmico. Se  muestran
animales adultos en
condiciones control
(crecidos a 20°C) de la cepa
TIAR-1::GFP con el
plasmido vacio (pv) (a); o
con RNAi de los genes
diana pgl-1(e) y car-1(i) y de
la cepa GFP::GLA-3 con el
plasmido vacio (pv) (b) o
con RNAi de los genes
diana pgl-1(f) y car-1(j).

También se  muestran
animales con choque
térmico (a 31°C por 3
horas) de la cepa TIAR-
1::GFP control (pv) (c); o
con RNAi de los genes
diana pgl-1(g) y car-1(k) y
de la cepa GFP:GLA-3
control (pv) (d) o con RNAI
de los genes diana pgl-1(h)
y car-1(1).

En cada génada se indica la
region dista (d) o proximal
(p). El porcentaje de
animales que presentan el
fenotipo se muestra en cada
figura. Este ensayo se
realiz6 tres veces con al
menos 20 individuos cada
uno.
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8.5. El silenciamiento del gen car-1 provoca cambios estructurales en la

gbénada de C. elegans

Para determinar si realmente existen cambios en la estructura de la génada de C.
elegans cuando se apaga car-1, se realizaron ensayos en animales de la cepa
ODB95, la cual tiene al marcador de membrana PLC::GFP. PLC es la fosofolipasa C
(PLC) se encuentra en la membrana plasmatica y participa en el metabolismo del

fosfatidilinositol (Rusciano,2020), y un marcador de nucleo, His-58::mcherry.

En los gusanos que crecieron en condiciones control (a 20°C alimentados con
bacterias con PV) se observé en la zona distal de la génada células germinales muy
bien delimitadas, organizadas y alineadas lateralmente de modo que permiten que
el centro de la génada o raquis esté bien definido. En contraste, en los animales
alimentados con dsRNA para car-1 se observaron irregularidades en la distribucion
de las células, ya que se veian como si estuvieran apiladas, incluso, en algunas

ocasiones varias de ellas se veian multinucleadas. (Figura 14).

PLC::GFP | b. His-58::mCherry | C. |

€. His-58::mCherry

Figura 14. El silenciamiento de car-1 altera la estructura de la génada de C.elegans.
Fotografias de la gonada de gusanos control de la cepa OD95 (a-c) y car-1(RNAI) (d-f). Se
observa el arreglo de las membranas plasmaticas (a y d); la distribucién de nucleos (b y e);
asi como el empalme de ambas imagenes (c y f). A Células multiucleadas, asimismo del
lado derecho se observa el acercamiento a estas células multinucleadas. Se indica la region
dista (d), proximal (p) y se marca el ovocito proximo a la espermateca como -1. Este ensayo
se realizd dos veces con al menos 20 individuos cada uno y se sefiala el promedio de
animales que presentaron el fenotipo.
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Cuando se comparo el tamafio del raquis de las gonadas de los gusanos control
con car-1(RNAI), se observo que el raquis de las gonadas con car-1(RNAI) se redujo
considerablemente (figura 15 a 'y b). Se midio el tamafio del raquis para determinar
cudl era la diferencia entre el tamafo. Al realizar la comparacion estadistica del
diametro del raquis (s), se observd que las gbnadas de los animales car-1(RNAI)
son significativamente mas pequefias (1.15 pm en promedio) que las del control
(1.603um en promedio) (figura 15 c). También se realiz6 una comparacion del
tamafo de las células germinales superiores e inferiores del grupo control y car-
1(RNAI) y como se observa en las figuras 15 d y f, ambas células mostraron un

aumento significativo con respecto al control.
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Figura 15. El silenciamiento del gen car-1 provoca una reduccion en el didmetro del
raquis de la gonada y un aumento en el tamafio de las células germinales de
C.elegans. ay b) Fotografias de las gonadas de gusanos de la cepa OD95 en condiciones
control (PV) y cuando se silencia el gen car-1 respectivamente.Se resaltan el raquis, y las
célula superior e inferior con unas lineas punteadas. Didmetro de los raquis (c), células
superiores (d) y células inferiores (f) de gusanos en condicién control (PV) en azul y car-
1(RNAI) en rojo. Para las tres pruebas estadisticas se utilizd una prueba t- Student. Se
realizaron dos experimentos independientes para los cuales se fotografiaron 8 gonadas
control y 13 de car-1(RNAI).
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IX. Discusion

Caracteristicas y composicion de las regiones importantes para la formacion
de granulos de las proteinas CGH-1, GLA-3, CEY-2, CAR-1 PGL-1, TIAR-1, IFE-
1y MEX-5

En el presente trabajo se realizd un analisis bioinformatico de las proteinas, GLA-3,
CEY-2, CAR-1 PGL-1, TIAR-1, IFE-1 y MEX-5 con el fin de predecir si estas
proteinas poseen regiones que les permiten participar en la separacion de fases
liquida-liquida. La prediccion y el analisis de los dominios intrinsecamente
desordenadas (IDR); los dominios de baja complejidad (LCD); los dominios tipo
prion (PrLD); la hidropatia y los potenciales para la separacion de fases (SLL) de
cada una de las proteinas nos permite clasificarlas en dos grupos; aquellas que
tienen regiones que favorecen la separacion de fases: TIAR-1, GLA-3, CEY-2, CAR-

1, MEX-5 y aquellas que no, como IFE-1y CGH-1.

Los componentes de los granulos de RNPs se pueden dividir en dos clases, la
primera es la de los scaffolds 0o andamios, que son moléculas esenciales para
formacién de la estructura y la segunda es la de los clientes, que son moléculas
prescindibles para el ensamblaje de los granulos, comprenden la mayoria de los
componentes y frecuentemente se localizan en los granulos de forma regulada
mediante la unién directa a los andamios (Banani, 2017). El montaje, la funcién y la
regulacion de los granulos de RNPs siguen sin ser comprendidos por completo. En
el caso de que IFE-1 o CGH-1 participen en la formacién de granulos podria ser que

lo hicieran como clientes de otras proteinas.

La RNA helicasa DEAD-box CGH-1 es una proteina que se encuentra en varios
tipos de granulos de RNPs en la gonada, se ha detectado en los granulos
germinales, los cuerpo P, los granulos de estrés y los granulos de almacenamiento
(Boag, 2008; Schisa, 2014). Ademas, recientemente se ha demostrado que la
familia de las RNA helicasas tipo DEAD-box son reguladoras de condesados en
separacion de fases que contienen RNA tanto en procariotas como en eucariotas
(Hondele, 2019). En este estudio bioinformético no se predice que CGH-1 tenga

regiones que le faciliten la separacién de fases liquida-liquida, aunque se ha



observado que se asocia a otras proteinas, como CAR-1 y CEY-2 en granulos de
RNPs mediante RNA (Audhya, 2005; Arnorld, 2014). Pese a ello, los dominios
especificos y el modo por el cual se dan estas interacciones aun no es claro. No
obstante, estudios en otras RNA helicasas tipo DEAD-box como GLH-1 nos podrian
dar indicios del modo en que las RNA helicasas pueden integrarse en los diferentes
granulos de RNPs. La RNA helicasa DEAD-box GLH-1 es una proteina que, a pesar
de tener un dominio intrinsecamente desordenado en su regién N-terminal rico en
arginina y glicina, se asocia a los granulos germinales mediante la actividad de la
region de helicasa y no por la region intrinsecamente desordenada, sin embargo,
aun no es claro si la localizacion en los granulos P de GLH-1 est4 mediada por el
desenrollamiento continuo de RNA o0 si es un ciclo continuo de otras interacciones

con otras proteinas (Marnik, 2019).

La proteina IFE-1 es una isoforma de elF4E que reconoce y se une al cap de los
mRNA (Amiri, 2001). La IFE-1 es una proteina que esta enriquecida en la linea
germinal, se distribuye por el citoplasma y se ha observado que colocaliza con GLH-
2y PGL-1 en los granulos germinales (Amiri, 2001; Huggins, 2020). A pesar de que
aparentemente IFE-1 no tiene ninguna region que le permita participar en la
separacion de fases liquida-liquida, forma parte de los granulos germinales
mediante su interaccién con PGL-1 (interaccion no mediada por RNA); en ausencia
de PGL-1 no se observa la asociacion de IFE-1 en los granulos germinales y se
observa principalmente en el citoplasma (Amiri, 2001). Sin embargo, ain no se han
reportado cuales son las regiones y el modo en que ambas proteinas podrian estar

interactuando.

Aunque IFE-1 es una proteina que aparentemente no tiene las cualidades para
separar fases, su asociacion con los granulos germinales es requerida para regular
su funcién durante la espermatogénesis (Amiri, 2001). Los granulos germinales
estan presentes tanto en las células geminales masculinas como femeninas durante
la mayor parte del desarrollo. Sin embargo, todos los granulos germinales

desaparecen al final de la espermatogénesis. De modo que PGL-1 regula la



presencia y en cierta medida la funcion de IFE-1 para que participe en las etapas

postpaquiteno para completar la espermatogénesis (Amiri, 2001).

En el analisis bioinfoméatico, determinamos que TIAR-1 y GLA-3 podrian interactuar
de manera multivalente con otras proteinas y/o RNAs para separarse en fases.
Estas proteinas se han asociado a los granulos de estrés y son claves para su
formacion (Huelgas-Morales, 2016; Damazo-Hernandez, 2017). CAR-1 se asocia a
los cuerpos de procesamiento o almacenamiento y granulos germinales (Boag,
2005; Boag, 2008: Audhya 2005). CEY-2 es una proteina que se ha identificado en
los granulos de RNPs que contienen a CGH-1 y CAR-1 (Boag, 2005) mientras que
MEX-5 se ha asociado a granulos de estrés y cuerpos P (Noble, 2008).

Se ha demostrado que la proteina PGL-1 puede formar condesados de una manera
dindmica y rapida similar a los liquidos (Putnam, 2019). La PGL-1 es indispensable
para el ensamblaje de los granulos germinales mediante la formacion de un nucleo
condensado que recluta otros complejos de proteinas-RNA en los granulos
germinales. Se piensa que PGL-1 forma los condensados mediante su caja RGG
(dominio predicho como IDR) con que recluta RNA y proteinas unidas al RNA, luego,
las proteinas PGL-1 se autoagregan mediante la interaccién directa entre sus
dominios de dimerizacion (Hanazawa, 2011; Aoki, 2016). Empero, como se
describié anteriormente con IFE-1, puede que tenga un dominio que le permita

interactuar directamente con otras proteinas, pero ain no ha sido estudiado.

Un tema intrigante y que hasta la fecha queda poco claro sobre la separaciéon de
fases, es el modo en que la composicion de aminoacidos de las proteinas puede
influir en la concentracion umbral de la separacion de fases, las propiedades de los
granulos formados o el tipo de proteinas que pueden ser reclutadas en cada tipo de
granulo. Recientemente, en el 2018, Wang y colaboradores propusieron que la
composicion de los dominios involucrados en la formacion de granulos en las
proteinas como los PLDs podrian tener un papel importante. Por ejemplo, los
residuos de tirosina (YY) y arginina (R) impulsan la autoasociacion de las proteinas 'y
los aminoacidos como la glicina (G), glutamina (Q) y serina (S) determinan la

dindmica de las proteinas en los granulos. Los dominios ricos en G producen gotas



altamente dinamicas al ofrecer flexibilidad a la proteina, mientras que la presencia

de residuos de Sy Q reducen la fluidez de las gotas.

Teniendo en cuenta lo anterior y dada la composicion de sus aminoacidos, las
proteinas CAR-1, PGL-1 y MEX-5 tienen una mayor capacidad de autoasociacion
que TIAR-1, GLA-3 y CEY-2 ya que estas Ultimas carecen de Y o R. Por el lado de
la dinAmica las proteinas, TIAR-1, PGL-1 y CAR-1 en sus IDRS son ricas en G,
por lo que los granulos constituidos por estas proteinas tendrian una dinamica mas
fluida que aquellos formados por las proteinas CEY-2, GLA-3 y MEX-5, las cuales
son ricas en Q o S en sus dominios involucrados en la formacion de granulos. A
pesar de estas predicciones, para determinar si estas proteinas realmente cuentan
con estas caracteristicas es necesario hacer ensayos experimentales, teniendo en
cuenta que ademas de la composicion de aminoacidos hay otros factores que

pueden influir, como la temperatura, el pH o las interacciones con otras proteinas.

La ausencia de CAR-1y PGL-1 altera la localizacién y tamafio de los granulos

de estrés por calor.

En el estudio de Lazcarez-Lagunas, 2014 se demostré que cuando se silencian los
genes car-1, mex-5, ife-1 y pgl-1 en la gbnada de C.elegans, se observa la
formacién de granulos de CGH-1 en el centro de la gonada. Si bien CGH-1 es una
proteina que se asocia a granulos de RNPs, es una proteina con una distribucién
muy amplia dentro de estos, por lo cual resulta dificil identificar a qué tipo de
granulos podria estar afectando el silenciamiento de estos genes. En este trabajo
se pretendié determinar si mediante el silenciamiento de car-1, mex-5, ife-1 y pgl-1
se promueve el ensamblaje de los granulos utilizando otros marcadores. Para ello
se realizaron ensayos de RNAI para car-1, mex-5, ife-1 y pgl-1 en los trangenes de

dos proteinas de granulos TIAR-1 y GLA-3.

Los resultados indican que cuando se silencia a car-1, mex-5, ife-1 y pgl-1 no se
observa la formacion de granulos de TIAR-1. Esto resulta interesante porque TIAR-
1 es una proteina que es utilizada principalmente como marcador de granulos de
estrés. Por lo que podemos decir que los granulos que se forman al silenciar a car-

1, mex-5, ife-1y pgl-1 (usando como marcador a CGH-1) no son granulos de estrés.



Cuando se uso el marcador GFP::GLA-3, se observo la formacion de granulos al
silenciar a car-1 y en menor medida a pgl-1. EIl homologo de GLA-3 en mamiferos,
TTP, puede asociarse a cuerpos de procesamiento y de estrés (Kritikou, 2006). Esto
sugiere que los granulos que se forman en las gdéandas de animales RNAi en car-1
y pgl-1 pueden ser similares a los de procesamiento.

Anteriormente se ha estudiado el efecto del silenciamiento de CGH-1 en la
localizacion de algunas de las proteinas del presente trabajo, por ejemplo, se ha
observado que CAR-1 se acumula en grandes estructuras en forma de laminas en
el centro de la génada (Audhya, 2005; Boag, 2005). Por otro lado, la localizacion de
PGL-1 se altera después del silenciamiento de CGH-1 (Audhya, 2005). Con estas
observaciones los autores proponen que CGH-1 esta asociada funcionalmente a
estas proteinas. Siguiendo esta idea los resultados de Lazcarez-Lagunas, 2014 y
de este trabajo nos podrian indicar que la asociacién funcional entre CGH-1/CAR-
1, CGH-1/PGL-1 es bidireccional.

Teniendo en cuenta esta propuesta se podria sugerir que CAR-1 es una proteina
que estad asociada funcionalmente con GLA-3, ya que en ausencia de CAR-1 la
formacion de granulos de GLA-3, se observé en casi el 90% de los gusanos y dado
gue CAR-1 es uno de los principales compones de los cuerpos P y los granulos de
almacenamiento, se podria sugerir que GLA-3 se localiza en alguno o en ambos

granulos de RNPs, aunque aun debe ser estudiado.

Un resultado interesante es que después de someter a choque térmico a los
gusanos pgl-1(RNAI) o car-1(RNAI) en el fondo de los transgenes TIAR-1::GFP y
GLA-3::GFP se observé un cambio en la forma y tamafio de los granulos de estrés
(figura 13). Uno de los motivos por los cuales podria estar sucediendo este
fenbmeno, es porque PGL-1 es una proteina de andamiaje de los granulos
germinales que se encarga de reclutar varios mRNAs y proteinas, pero al estar
ausente PGL-1, estos mMRNAs y proteinas quedan suspendidos en el citoplasma.
Sin embargo, cuando hay una condicion de estrés y se comienzan a formar los

granulos de estrés en el centro de la génada gran parte de esos MRNAs y proteinas



“libres” son reclutados de manera transitoria en los granulos de estrés, provocado

un aumento en el tamafio de los granulos de estrés del centro de la gbnada.

Por otro lado, con el silenciamiento de car-1, los granulos de GFP::GLA-3 en lugar
de ser pequefios focos distribuidos en la gbnada, aparecen semifusionados
formando una linea semicontinua en el centro de la génada. La proteina CAR-1 es
un componente fundamental de los cuerpos de procesamiento y los granulos de
almacenamiento. Se ha demostrado que CAR-1 controla el tamafio de los cuerpos
de procesamiento y posee una relacién especifica con represores especificos de
MRNA (Noble, 2008), por lo que la ausencia de CAR-1 puede alterar la composicion
de dichos granulos de RNPs. Dado que varios de los componentes de los granulos
de estrés también son componentes de los cuerpos P (como CGH-1 o DCAP-2),
podria ser que la ausencia de CAR-1 altera la regulacion de los granulos de estrés.
Otra hipétesis es que la fusién de los granulos de estrés durante el silenciamiento
de car-1 se promueve por una reduccion del espacio dentro de la gonada y esta

reduccion podra forzar la fusién de los granulos que se forman en el centro.

En resumen, los resultados de la distribucion y el tamafio de los granulos de estrés
con el silenciamiento de car-1 y pgl-1 nos podrian indicar que la alteracion de los
componentes claves (como los cambios en la expresion) de los granulos germinales
y los cuerpos P influyen en la localizacion, volumen total y probablemente la
composicion de los granulos de procesamieto, asi como de manera indirecta a los

granulos de estrés.

La ausencia de CAR-1 promueve cambios estructurales en la gbénada

parecidos a los que se observan durante un estrés

Cuando se realizaron los ensayos con car-1(RNAI) nos parecio relevante que habia
varios cambios significativos en la génada con respecto al control: i)se observo la
presencia de células multinucleadas, ii) las células de la periferia del centro de la
gonada parecian estar apiladas formando lo que al principio describimos como
“crestas” y iii) hubo una reduccion significativa del didmetro del centro de la génada,
el cual podria ser consecuencia del aumento en las células circundantes, ya que se

determind que estas células también aumentan su largo. Sorprendentemente, estos



cambios observados en la génada de C. elegans con car-1(RNAi) son muy
parecidos a los observados en gusanos con estrés por choque térmico por Morales-
Oliva 2020.

En reportes anteriores se ha observado que cuando hay un aumento de células
multinucleadas también hay un aumento de la apoptosis (Kritikou, 2006), aunque
aun no es claro el modo en que las células multinucleadas son reconocidas por la
maquinaria de apoptosis (Morales-Oliva 2020). Con el silenciamiento de car-1, se
ha observado la presencia de células multinucleadas y un aumento de dos a tres
veces de las células en estado de apoptosis en linea germinal, en comparacion con
el control (Boag, 2005).

El motivo por el cual se presentan células multinucleadas en la gonada de C.
elegans cuando hay una condicién de estrés o apoptosis fisiolégica aiin no es claro.
La presencia de las células multinucleadas con la falta car-1 se puede deber a una
falla en la etapa tardia de la citocinesis, ya que se ha descrito que provoca, un
defecto en la estructura del huso acromatico de la anafase durante la mitosis y la
meiosis, de modo que los haces de microtlibulos interzonales estan ausentes o
reducidos significativamente y se observan cromosomas rezagados, asi como

puentes cromosoémicos empobrecidos (Audhya, 2005).

No obstante, en animales con alta incidencia de células multinucleadas (que
carecen de ced-1 y que sirven de marcador de apoptosis) se determiné que las
células miltinucledas observadas no surgen por una falla en la citocinesis sino mas

bien de la fusion de las células germinales posmitoticas (Raiders, 2018).

Aungque estas observaciones son interesantes, no es clara la relacion entre la
disminucion de la expresion de car-1 en animales en estrés, con el aumento de la
apoptosis y el mecanismo por el cual aparecen las células multinucledas, por lo cual

es un tema que requiere de un estudio con mayor profundidad.



X. Conclusiones

e Las proteinas PGL-1, CEY-2, CAR-1, MEX-5 TIAR-1 y GLA-3 son proteinas con
dominios desordenados (IDR), dominios de baja complejidad (LCD) y dominios tipo
prion (PrLD). Estos dominios probablemente les permiten facilitar la separacion de

fases liquida-liquida.

e Las proteinas IFE-1 y CGH-1 no contiene regiones importantes para la separacion
de fases, a pesar de que se encuentran en una gran diversidad de granulos, por lo
que podrian ser proteinas que son acarreadas a los granulos.

e Debido a la composicién de amino&cidos, proponemos que las proteinas CAR-1,
PGL-1 y MEX-5 tienen una mayor capacidad de autoasociacion que TIAR-1, GLA-
3,y CEY-2. Esto podria deberse a que TIAR-1, GLA-3y CEY-2 carecen de residuos
de Y o R. Las proteinas, TIAR-1, PGL-1 y CAR-1 son ricas en G mientras que CEY-

2, GLA-3y MEX-5 sonricas en S 0 G en los dominios de baja complejidad.

e Los resultados de la distribucion y el tamafio de los granulos de estrés con el
silenciamiento de car-1 y pgl-1 nos dan indicios de que la alteracion de los
componentes de los cuerpos de procesamiento y/o los granulos germinales influyen
en la localizacion, volumen total y probablemente en la composicion de los cuerpos

de procesamiento y de estrés.

e El silenciamiento de mex-5, ife-1, pgl-1 y car-1 no promueven la formacién de

granulos con el marcador TIAR-1::GFP.

e El silenciamiento de pgl-1y car-1 promueve la formacion de granulos del marcador
GFP::GLA-3.

¢ El silenciamiento de car-1 promueve la presencia de células multinucleadas, células

apiladas y una reduccion significativa del diametro del centro de la gonada, estos



datos nos indican que posiblemente este gen participe de alguna manera en la

estructura de la génada.

XI.  Perspectivas

Investigar si los dominios encontrados en cada una de las proteinas son funcionales

y necesarios para la formacion de granulos.

Estudiar la relacion que existe entre las proteinas CGH-1, CAR-1, MEX-5, IFE-1y
PGL-1.

Determinar si GLA-3 se asocia a los cuerpos P mediante su colocalizacion con un

marcador de cuerpos P y/o a granulos de almacenamiento.
Determinar de manera mas clara como la alteracion de los componentes claves de

los granulos germinales y los cuerpos P influyen en la localizacion, volumen total y

probablemente en la composicion de los granulos de estrés.

Determinar el papel de CAR-1 en la estructura de la gébnada y en la apoptosis.



XIl.  Suplementarias

A. Regiones intrinsecamente desordenados (IDR)

Regiones intrinsecamente desordenadas de las proteinas de estudio. Las regiones

remarcadas con la linea negra gruesa son aquellas con mayor probabilidad de ser
desordenadas.
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B. Relacion de hidropatia de las proteinas de estudio.
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C. Regiones parecidas a priones de las proteinas de estudio. En la parte de abajo
se detallan las secuencias de aminoacidos de las regiones parecidas a priones en

rojo.

CGH-1

CGH1_CAEEL ATP-dependent RNA helicase cgh-1 OS=Caenorhabditis elegans OX=6239
GN=cgh—-1 PE=1 SV=1

=7
—— background
—— PrD.like
=
MAP
Vit WiweneEn numn
FoldIndex
-PLAAC
-4 *PAFPA
o
i
MSGAEQQOIVPANNGDENWKAGILNLPFAKDRRFKTADVIDTKGYEFEDFCLGRDLIMGI FEXGWEKFSPFIQEASIGVALTGODILARAKNGTIGKTGAYCI P
VIEKIQFALKAIQAMVIVFTRELALQT ICVELSKHIQLEKVMV I TGGTDLRDDIMRINGIVHLVIATPFGRIIDIMEXGVAKMEHCKTLVLDEADKLLSQ
TORVELLAKKI
TEIGYSCYYIHSK HERN FHDFROGNCRNLVCSDLLTRGIDIQCAVNVVINFDFPRNAETYLHRIGRSGRFGHLGVAINLITYEDRHTLRRIEQELR
ITRIEFIFEKIVDFELYVADQOLVDAADETTA
002289_CAEEL Uncharacterized protein OS=Caencrhabditis elegans ON=6239 GN=gla-3
PE=1 sV=4
-
= background
= FrD.like
(=]

—— FoldIndex
— -FLARAC
—— -4*FAPA

1 MUY P S L LK SRLTPAFFGFEFOFOF LLN S DM PV RNLE S LGNY TWY QDS S QCFW OHON FTSNREHNFALRKTKI CONWRREGECEY GOA CWYAHGEDDLER
101 WYV RIDRSNEEENERPATAEI QK SFTERA STNVRGLIVNI P SNTAFKEONSSMF LS FACERWI SMSIGAVEFFFTSSAARKDAT SSLEENG/EQEQERKKHE
201 ICSRDDDIDDY GFLSFN ESNVRTSREVGGFFFOQFQQ

FPHOHFI ISESLLFFDDSFSIWLEFEKFEKQSGAM
TRTRGAATINESSSAASLITEMDALRSDEYPITDEEMMMANDFVROGDRDDELSSSESES JMELMELLESNENLLDOVATEKFPECSMFDFDTLEIAETL
KEPLOSSFECSTT TS SKMTCSFMFFFVDERKTFNYDGEGEKELF TP S SAGOTF SFLEFPCDFFAATGSCFFGDACHOSHET
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TIAR-1

Q95QVE_CAEEL RRM domain-centaining protein OS=Caencrhabditis elegans OX=6239
GN=tiar-1 PE=1 svV=1

— background
—— PiD.like

FoldIndex
=FLAAC
-4*FAFA

MSFFNFFAN SNHGYNDDVNT GYNARMHSKLAEREGFHLGNGSDEF RTLYVGNLDSTVTEDFIATLFNQIGSVIKTKVIFDGSNDFYAFVEF SDHGOA 50A
101 Lo TMNERLLLDREMEVNWAVEFGOOOSKIDTTRHFHVIVGDLS EEVDNOKLREAFQF FODV SDAKVI RDTHNTTKSKGYGFV SYFXREEAERAT EQMNGOW
2 LGRRTI RTNWATREPGDQEKP SHYNEK SYDEIYNQTSGDNT SVYVGNIA SLTEDEIRQGFA SFGRITEVRI FEMOGYAFVEKFDNKDAAA KA IV OMNNCDY
GGOLVRCSWOKTGDTOE TGO SY CYCYGN S S SOON SOFY SOYGGGGAY GOGRGOOCHGGF RO D ANS QYW IYNNFQLMOCW HQOQGGAFQ

401 QONSGGHE

PGL-1

PGL1_CAEEL Guanyl-specific ribonuclease pgl-1 OS5=Caenorhabditis elegans OX=6239
GN=pgl-1 PE=1 sV=1

Y ™~
=— background
= PrD.like

FeldIndex
-PLAAC
-4*PAPA

1 MEANKREIVDFGGLREYFFPNLAHYITKENDEELFNNTSCANKLAAFVLGA SKDAPGDEDILEMI LFNDANAAVIAAGMDV CLLLGDKFRPKFDAAREKLS
101 GLGHAHDLV SV I DDDKELGILARKAKLEKTEDAKILCALLKVIAIDDAAEKFVELTELV SOLDLDFDVYVLTKILGLI SEETSDEVDI I RDNVVNAFDEC
1 KFLLEQLMLDGFKSEFADFFI SLLMDFLEE SVOKVVNHIAQLFEEASKNECDESLV LRSOLOY QLFFLIVRSLADGEREVSKKILSGIFTSVRAEVFFOL
1 CRSVYKSAVFLGNHIIQVILGSKKSFEDWDVVGVAKDLE SAWKRRATAELIKKFOV SILEQCFDEKFVFLIFQSFLNNDAVIDNVNKALOQFALWLTEFYGS
ENETEALGELRFLDSTSKNLLVD EFKKFVOGINSKTHY TRIVESLEKCCLESDTF SGRESNV P STSQQOD SAYTREEMTTVHNTY SVNT KA QVINGLEDT
NESGLLVDEKDSLSLOEI SCDEVDSSTLLSSSRNIGEGY TWKAVDPVEERVNDAQOOOTVNEI EMA SDANQDTS S SASPEVAF SFSTDGWD SFTESVALF
1 PGMOOIDEEETTVADKDS TP QP QARAETAWGSCDATPMEPLEPAF TNOY KV ECGFGEAKVAKGFGOFAF TS SAY GGEG06

1  ¥GGEGDRGGRGGY GGDRGR

5} ]

DRGGRGG

Y GGRGGRGGF

[ sa 1L




CAR-1

Q9XW17_CAEEL Cytokinesis, Apoptosis, RNA-associated OS=Caenorhabditis elegans
OX=6239 GN=car-1 PE=1 SV=1

background
PrD.1like

FoldIndex
-PLAAC
-4*PAPA

MSNQOTPYIGSKISLISKLDIRYEGILYTVDTINDSTIALAKVRSFGTEXRPTANFVAARDDVYEYIIFKASDIKDLIVCDTPKMANIGGGLPYDPAIISVS

RSAPASDGAPAASAGSSRA

TPSENSPFLGOIIONORPGRG QoON YN}

AGGYNNORGHNNYGVPRYNHREKLKFESDFDFEKANEKFQ

GGNRGY

GGYNN

EV LY DNLEKINI B KA P EVEE KK DAAFY DK K T S FFON I SCE S LEKAEGKTORFOWKKERETNQETFGHNAVRSLNY RRGF GG
HRGGYNGGY RON A RRGC C

RDNQGNTA

CEY-2

P91306_CAEEL CSD_1 domain-containing protein OS=Caencorhabditis elegans OX=6239
GN=cey-2 PE=1 SV=1

background
PrD.like

100 200

FoldIndex
-FLAAC
-4*PAFA

MEDTANAAVEIGEEALEQKLEELSVODKTTF SNSEEKMRERRLF TAERI RLWEEEQKSKTAI TTGLOGKVEWY SVLERYGFI SRNDGEKDI FVHQTAIAK

SATEKFYLRTLGDDEEVLFDLVEGENGE EAANV TGFNGDNYIGSRY RHELLSRFRENRKPRA SVDGEES QS TOAKPOEMSADAEKKKFPREQRKNRNRKSK

AQOKGAGDAADS SAVTESSESASDVASFDSKSCSKIITEEAGLSKVDRCD SALGEAGLGACFIDACT
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MEX-5

MEXS_CAEEL Zinc finger protein mex-5 OS=Caenocrhabditis elegans OX=6239 GN=mex-5

PE=1 sSV=1
-
= background
= PrD.like
o
MAF
Vit
0 100 200 300 400
-
FoldIndex
-PLAAC
-4*FAPA
(=]
’T -
1 NGE § FYYQD VQVFANGSMAFQQHEMMY SGQF
101 Y CVMOESGOFQLIYYQQOSMAF MYFE M FEQMG FFQ OVGVEISSIRTAPLTSSTPLFTSLEYETVQRD

Z01 MENRNIQFRYHRVMEHDEIPIDEISKITILONHNDDTMSAEKENHFHEHRGEXFGRRGFPIPETDSQOPPNYKTRLCMMHA SGI KPCOMGARCKFAHGLEE
301 LRATDAPARYFPNNKYKTKLCKNFARGGTGFCFYGLRCEFVHF TDKEFQNIFPY QRMSHDDQDYDQDV I FEDYVVARHQP RFMRTGGRATIF TEVMLEHRN
01 VAGSMMCLSNAGRDLOAGGDYNQFESNEDDLPPHLERNRRENFPMNERRTSLSTRATSEENLGLRGHY

IFE-1

IF4E1l_CAEEL Eukaryotic translation initiation factor 4E-1 OS=Caenorhabditis
elegans OX=6239 GN=ife-1 PE=1 SV=2

background
— P1D.like

0 100 200

—— FoldIndex
= -PLAAC
= -4*PAFA

1 MIETECTTAFIYPLKRNWTWHWY LNDERNK SWEDRLEKVYTFNTV SEFWALYDAIRFPF SGLNALCDYNVFRDDIQFMWEVFEN SNGGRWLIVIDKGKTFEM
101 VDAIWLEILMALVGEQFGKDMESICGLVCNVRGKGSKI SVWTKDCNDDETNMRIGYVLEKERLMAASKDHSKPLFDVI RYEDHESCOKKTSSVVEAKLSLEH
SSDAFVAEKSAV
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D. Prediccion de las regiones de baja complejidad de las proteinas de estudio con
dos diferentes algoritmos (SEG y CAST). La parte inferior, muestra con rojo las
secuencias en las que ambos algoritmos coinciden como regiones de baja

complejidad.

- SEG
- CAST

Type:

MLYQPSLLEKS RLTPAPPGFS FOQPOPLLNSD MDPVRINLESL GMNY TV YQDSS QUCFWOHQMNFET
SNREEHNPALR KTKICDHWRE SGSCSYGDAC WYAHGEDDLE KVVEIDESNE EENERPATAE
IQESPTKRAS TN VKGLTWVNI PSNTAFEEQNN SSMPLSPAQE RWISMSIGAW PPPTSSAAER
DAISSLSKING VEQEQEKKHE ICSRDDDIDD ¥YGFLSPINPFP YPOQOSMESAG FPSHGHHQRS
SNRATQGVEPS QOQFGGPVINIP GOQDPNRLGSG AYHIPPOHQR SRSNVRTSRE VGGPPPQTFQO
ATWNVAGELDNY QROKDIEIGG QRVGPNDROP TOOEKNSEMDE LLSKLEMEDL NYLRFMIERG
YINERDVSRQ TSSDOMSNGH HEFNAPMTPPY HPRLAGNEPN TSDCHYHGTG WRLSINFMPGR
HEPPHOHPIH HHHOSOHOQLH OHQOYLHHAA QOYRYSHOQOG POHPFAALLS PPEISESLLE
PDDSFSIWLE PEPKEOSGAM TRTRGAATIN ESSSAASLLT KMDALRSDEY PITDEEMMMA
NDFVREQGDERED DELSSSESSS PWVNMSLMELL SNENLLDOWVA TEKPEKCSMFEFD FDTLEKIAETL
KEPLQSSECS TITSSEMTCS PMEIFFVDEKT PINYDGSGSKS LFTPSSSAGO TPSFLEPCDFE
FAATGSCPFG DACHOQSHSI

IFE-1

Sequence MIETETTAFTEFIE ER SR TR TN NFRD ORI IVITFGTFE TS ETDL BLVCEC R ES I VT RS SO0 [OET S RIGH TRE BT HR L AV TR S TS S ST R U

SEG

20 40 50 2 100 120 140 140 123 200
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HEG L L e
.
CAST T
! SID IéO I.‘SO 2'50 2;0 J(IJO 3;0 !éD !
. seG
- M casT
Type:

MSFFINPPANS NHGYNDDVNT GYNARMHSKL AEREGFHLGN GSDEPRTLYV GNLDSTVIED
FIATLFNQIG SVIKTKVIFD GSNDPYAFVE FSDHGQASQA LOTMNKRLLL DREMEVINWAY
EPGQQQSKID TTRHFHVFVG DLSSEVDMNQK LREAFQPFGD VSDAKVIRDT NTTESKGYGF
VSYPKREEAE RAIEQMNGQW LGRRTIRTNW ATREPGDQEK PSHYNEKSYD EIYNQTSGDN
TSWVYVGNIAS LTEDEIRQGE ASFGRITEVR [FEMQGYAFV KFDNEDAAAK AIVOMNNQDV
GGQLVRCSWG KTGDTGKTIPG GSYGYGYGNS SSGCEINSQFPYS GYGCGGAYCGG GQGGCGGHGEP
GQOQOSNANSQ YWOQYYAQYYN NPQLMQQWSN YWQQOQGGAPQ QQNSGGHQ

SEQUENGE eereri e e e

casT

- ™ sec
- ¥ casT

Type:

MEANKREIVD FGGLRSYFFP NLAHYITKIND EELFNNTSQA NKLAAFVLGA SKDAPGDEDI
LEMILPNDAN AAVIAAGMDV CLLLGDEKFRP KFDAAAFKLS GLGHAHDLVS VIDDDREKLGM
LARKAKLEKT EDAKILOQALL KVIAIDDAAE KFVELTELVS QLDLDFDVYV LTKILGLISE
ETSDEVDIIR DNVVNAFDSC KPLLKQLMLD GPEKSEPADPF ISLLMDPLEE SVGKVVINHIA
QLFEEASKNE GDESLVLRSD LGYQLFFLIV RSLADGKREV SKKILSGIPT SVRAEVFPGL
QREVYKSAVF LGNHIIQVLL GSKKSFEDWD VVGVAKDLES AWKRRAIAEL IKKFQVSILE
QCFDEPVPLI PQSPLNNDAV IDNVNKALQF ALWLTEFYGS ENETEALGEL RFLDSTSEINL
LVDSFEKFVQ GINSKTHVTR IVESLEKCCL SDTPSGRESN VQPSTSQQOQD SAYTKEEMTT
VHNTYSVNTE AQVLNGLSDT NSSGLLVDSK DSLSLOQEISC DEVDSSTLLS SSRINIGEGVT
VEKAVDPVPEK VINDAQOQOQOTV NEIEMASDAN QDTSS5ASPE VAPSFSTDGW DSPTKSVALP
PGMQQIDEEE TTVADKDSTP QPQARAETAW GSGDATPMPL PAPTNQYRKVS GFGEAKVAKG
FGQFAPTSSA YOGGGGCRGEY GGEDRGGRGE YGGDRGGRGGE YGGGDRGGRG GYGGDRGRGG
YGGRGGRGGFE
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SEG L ] .
casT S
- ™ sEG
- M casT
Type

MENOQTPYIGS KISLISKLDI EYEGILYTVD TNDSTIALAK VESFGTEKRP TANFVAARDD
VYEYIFEAS DIKDLIVCDT PEMANIGGGL PYDPAIISVS SRSAPASDGA PAASAGESRA
GTPSENSPLG QIONQEPGE CCYQONFQAN RGYNNYRGGE AGGYNNOQRGH NNYGVFRVINH
REKLEKTFESDE DFEKANEKEQ EVLVDNLEKL NIEDKAEPEV EEKKDAAFYD KKTSETDNIS
CESLEKAEGK TGERPDWEERER ETNQETFGHN AVRSLNYRREG FGGRGRGGNERE GYGGYNNGYD
HOHOQHREGEYN GGYRONNGGEY RRGGYAPEDN QGNTAAAAFQ

CEY-2
sEC I
casT .
.
- ™ sec
- M casT
Type:

MIDTANAAVE IGEEALEQKL EELSVQDKTT PSNSEEKMREEK RRLPTAERIR LWEEEQESKT
AITTGLOQGEKY KWYSVLERYG FISRNDGEKD IFVHQTAIAK SATEKFYLRT LGDDEEVLEFD
LVEGENGPEA ANVTGPNGDN VIGSRYRHEL LSRFRENEKFP RASVDGEESQ STDAKPQEMS
ADAFKKEPRK QRENENEESK AQQKGAGDAA DSSAVTESSE SASDVASFDS KSCSKIITEE
AGLSKVDRCD SALGEAGLGA QPIDAQI
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Sequence

SEG
cAsT

MEX-5

entropy W
f T T T T T T 1

- 4 sEG
- ¥ casT

Type:

MEKAASNSVSS AGGEVSPTTT QPPLPPGQSS HPOQIYDOQOMO YYFAAAMPNQ PMATYAAQNG
SSOQOYAPAAPYYQDANGOYV QVPANGSMAP QOHMMVSGOP YLYMAQPQQG AQOVIMOSCEOP
QLYY QOQSMA POQAAPMYTHP MOQAAPMLPEQ MGVMPHTQFA IPPQQOFPROV GVEISSTRTA
PLTSSTPLPT SLEYETVQRD NENENIQFRY HRVMEHDELP IDEISKITLD NHNDDTMSAE
KENHFHEHRG EKFGRRGFPI FETDSQOQPPN YKTRLCMMHA SGIKPCDMGA RCEKFAHGLKE
LRATDAPARY PNNEYKTEKLC ENFARGGTGE CPYGLRCEFV HFTDKEFQNI PFYQRMSHDD
QDYDQDVIPE DYVVARHOQPR FMRTGGRATT PTRKVMLEKHRN VAGEMMCLSN AGRDLQAGGD
YNOQPESWNEDD LPPHLRENER ENPPMNEKRRT SLSTKWTSEE WLGLRGHY

E. Prediccién de las proteinas participan en la separacion de fases.

PSPredictor predic

Seq ID Score PSP(Si/No)
CGH-1 0.0031 No

GLA-3 0.9961 Si

TIAR-1 0.9755 Si

PGL-1 0.9933 Si

CAR-1 0.9843 Si

CEY-2 0.7588 Si

MEX-5 0.9820 Si

IFE-1 0.0067 No
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F. Electroforesis de plasmidos purificados de las bacterias con el RNA de doble
cadena de los genes de estudio.

PV car-1 cey-2 Ife-1 mex-5 pgl-1

Comparacion de las secuencias obtenidas en la secuenciacion de los plasmidos con
la base de datos (BLAST).

S A M Total Query P
Description Scientific Name ax e ery E er ¢
- - Score Score Cover value Ident
- - o v -
Caenorhabditis elegans Guanyl-specific ribonuclease pgl-1 (pgl-1). partial mRNA Caenorhabditis ... 1596 1596 91% 00 99.77%

Caenorhabditis elegans Zinc finger protein mex-5 (mex-5), mRNA Caenorhabditis 1616 1616 91% 0.0 99.89%

Caenorhabditis elegans Cytokinesis, Apoptosis, RNA-associated (car-1). mRNA Caenorhabditis 1624 1624 91% 0.0 99.89%
Caenorhabditis elegans Eukaryotic translation initiation factor 4E-1 (ife-1), mRNA Caenorhabditis elegans 1181 1181 67% 00 100.00%
Cloning_vector pBacb1EG-irfEG._complete sequence Cloning_vector pBacb1EG-irfEG 1367 1367 87% 00 99
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G. Fenotipos observados de los gusanos con el silenciamiento de los genes.

Gen silenciado Fenotipo

PGL-1 » Esterilidad a 26°C

* GoOnadas mas estrechas

CAR-1 » Desorganizacion muscular leve
+ Tamafo de cria ligeramente reducido.

IFE1 » Esterilidad sensible a la temperatura no producen
embriones pero si ponen ovocitos.

* Los espermatocitos se acumulan como células
multinucleadas incapaces de madurar a esperméatidas.

* La produccion de ovocitos se ralentiza, pero parecen
relativamente normales y son fértiles (apariencia
largada de los ovocitos)

Ensayos de silenciamiento de pgl-1 en una cepa con PGL-1::GFP en la que se
corrobora que el dsRNA es eficiente.

PGL-1::GFP
Plasmido vacio pgl-1(RNAI)

d distal, p proximal, i intestino; e embriones
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