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RESUMEN

a reproduccion sexual es la base de la continuidad en la vida

animal, y la linea germinal es la encargada de mantener esta

continuidad generacion tras generacion. La interseccion entre
los programas de desarrollo de las células germinales y las condiciones
ambientales que alteran su fisiologia es un area de creciente interes.
La linea germinal de C. elegans ha emergido como un modelo
especialmente sensible y de gran alcance para estos estudios. Diferentes
trabajos han demostrado que la fisiologia de las células germinales
en el nematodo C. elegans responde a los cambios ambientales. Asi,
la apoptosis que ocurre de manera fisiologica en estas células puede
incrementarse por diferentes tipos de estrés como la radiacion UV, la
exposicion a patogenos, el choque de calor, el ayuno, el estrés osmotico
y oxidativo. Para que ocurra la activacion de la apoptosis en las células
germinales se requiere que la proteina transmembranal CED-9(BCL2)
libere a CED-4(APAF1), permitiendo la activacion de la caspasa CED-
3. En la basqueda de factores que regulen la apoptosis de las celulas
germinales inducida por ayuno, encontramos a tiar-1. TIAR-1 es uno
de los ortologos de las proteinas de union a RNA TIA-1 y TIAR de
mamiferos, las cuales han sido involucradas en diversos procesos
celulares como la apoptosis, la formacion de granulos de estrés y la
traduccion/degradacion de mRNAs. La expresion de la proteina TIAR-
1 es ubicua en todos los tipos celulares de C. elegans; particularmente,
observamos que esta proteina se expresa en el citoplasma de las celulas



germinales y de manera transitoria en los granulos germinales. Los
animales mutantes en tiar-1 se mueven mas lento, tienen un retraso en
el crecimiento, letalidad embrionaria y son estériles debido a defectos
en la ovogenesis y la espermatogénesis. Sorpresivamente, encontramos
que TIAR-1 se requiere para inducir apoptosis de las células germinales
por diferentes tipos de estrés que a su vez son regulados por distintas
vias de sefalizacion. Particularmente, se ha descrito que el ayuno
induce una reduccion en la tasa general de traduccion, lo cual, junto
con la disminucion de los niveles de CED-9, provoca un incremento
en la apoptosis de las células germinales. A diferencia de los animales
silvestres, la tasa de traduccion en los animales mutantes para tiar-1 no
disminuyd durante el ayuno; sin embargo, los niveles de CED-9 si se
redujeron en estos animales. Lo anterior sugiere un mecanismo distinto
para que TIAR-1 induzca apoptosis por este tipo de estrés. En este
sentido, hallamos que TIAR-1 actla rio abajo de CED-9 para inducir
apoptosis mediante la regulacion de los niveles de expresion de CSP-2B,
el cual se une a la caspasa CED-3 para evitar su activacion. Apoyando
esta idea, encontramos que TIAR-1 y CSP-2B tienen expresiones
opuestas en la gonada: donde hay mas expresion de TIAR-1 observamos
menos de CSP-2B. Aparte de la apoptosis, el estrés ambiental también
ocasiona la formacion de granulos ribonucleoproteicos en la gonada, y
encontramos que TIAR-1 regula esta formacion. Las células germinales
comparten atributos y componentes esenciales a lo largo de todo el fila
animal. La proteina TIAR-1 esta altamente conservada y se ha descrito
que en mamiferos regula varios aspectos importantes de la célula. Su
rol en estos aspectos aun no ha sido elucidado completamente; ademas,
existen muy pocos estudios de su papel en la linea germinal. Este trabajo
muestra diferentes funciones para TIAR-1 que anteriormente no habian
sido descritas en las células germinales, lo que permitird entender mejor
la funcién de esta familia de proteinas




| INTRODUCCION

1.1 CLASIFICACION Y CICLO DE VIDA DE C. ELEGANS

0s nematodos, llamados también nematelmintos (gusanos
redondos), constituyen el mayor filo de los asquelmintos con
12000 especies descritas que incluyen algunos de los organismos
mas ubicuos y numerosos de todos los animales pluricelulares [1].
Hay nematodos de vida libre en el mar, en al agua dulce y en el suelo.
Caenorhabditis elegans es un pequeiio nematodo de aproximadamente
1.2 mm de largo en estado adulto, de vida libre y que habita en el suelo.
Este nematodo se distribuye practicamente en cualquier parte del mundo
y se alimenta de microorganismos, principalmente de bacterias [2]. C.
elegans fue inicialmente descrito y nombrado por Maupas en 1900,
subsecuentemente fue colocado en el subgéenero Caenorhabditis por
Osche en 1952 y finalmente se le dio el estatus de genero por Dougherty
en 1955 [2]. En seguida se presenta su clasificacion taxondmica citada
por Ruppert [1].
Reino: Animal
Filo: Nematoda
Clase: Secernentea o Phasmida
Orden: Rhabditida
Familia: Rhabditidae
Género: Caenorhabditis
Especie: Caenorhabditis elegans
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El ciclo de vida de C. elegans esta conformado por una etapa
embrionaria, cuatro estadios larvales (L1, L2, L3 y L4) y un estado
adulto (Figura 1). El final de cada estadio larvario estd marcado por
una muda en donde una nueva cuticula es sintetizada y se despoja de la
vieja [3].

3 vueltas 2 vueltas Coma ~64 células Primera divisién
L1 e~ [T .
Diapausa L1
— (ayuno)
~~~~~ -
; Dauer
4
l / (ayuno, altas temperaturas,

/ sobrepoblacion)

B F—— [

Diapausa reproductiva

L4 M del adulto
~~~~~ >

—_———— e — — — — — — — — — — — — — — —— ————— >

Figura 1| Ciclo de vida del nematodo C. elegans. En el esquema se muestran el desarrollo
embrionario, las cuatro etapas larvales L1, L2, L3y L4, y el estado adulto. En color negro se
muestra el desarrollo de la linea germinal en cada una de las etapas. Si los animales son privados
de comida detienen su crecimiento en tres diferentes etapas: al inicio del estadio larvario L1, a
finales del estadio L1 (“dauer”) y a mediados del estadio L4 (diapausa reproductiva del adulto).
Cuando las condiciones favorables de comida se restablecen, los animales contintan su desarrollo.
En negro se muestra el desarrollo de la linea germinal.

Clasificacion y ciclo de vida de C. elegans ¢
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1.2 DIAPAUSAS DE C. ELEGANS

Las condiciones adversas como la falta de alimento han llevado a
este nematodo a desarrollar diferentes adaptaciones para afrontarlas.
Dado que desde que eclosiona la larva empieza a comer, las diferentes
adaptaciones al ayuno se pueden observar durante todo su desarrollo
postembrionario. Si la larva ha eclosionado en ausencia de comida
se detiene su desarrollo hasta que la comida se encuentre disponible
(Figura 1), en este estado Ilamado diapausa L1 sobrevive alrededor de
6-10 dias [4]. Después de tener acceso a la comida, el desarrollo de la
larva L1 progresa normalmente. Al final del estadio larvario L1 si las
condiciones del medio ambiente no son favorables para continuar con el
crecimiento, el animal puede entrar en una detencion del ciclo llamado
“dauer” (del alemén, duradero) (Figura 1). Dentro de estas condiciones
se encuentra la ausencia de comida, la presencia de feromonas (como un
indicador de la densidad de la poblacion) y la alta temperatura. Durante
el estado de “dauer” el nematodo deja de comer y puede sobrevivir
alrededor de cuatro meses. La diapausa “dauer” finaliza cuando el
animal censa condiciones ambientales favorables [2].

Un tercer estado de diapausa ocurre cuando los animales
hermafroditas del estadio L4 son expuestos al ayuno (Figura 1). Durante
el estadio larvario L4 ocurre la espermatogénesis; después, en el adulto
comienza la ovogenesis. Los animales hermafroditas expuestos al
ayuno y que inician la ovogénesis detienen su crecimiento [5, 6]. Esta
detencion de su crecimiento se conoce como diapausa reproductiva del
adultoy se caracteriza por una dramatica reorganizacion de la gbnada [5,
6]. Durante la diapausa reproductiva del adulto la gonada en ovogénesis
reduce su tamafio y nimero de células germinales [5, 6]. Una gonada
en ovogenesis y en condiciones normales tiene aproximadamente
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125 celulas germinales, mientras que una génada en la diapausa
reproductiva del adulto tiene alrededor de 35 células germinales [5].
Asi, aproximadamente al dia 10 de ayuno la gonada reduce al maximo su
tamafo y su tasa de produccién de ovocitos [6]. Cuando las condiciones
de comida se restablecen, la gonada vuelve a crecer a su tamafio normal
y se restaura la tasa de ovogénesis y reproduccion (Figura 1) [5, 6].
Se han descrito extensivamente varios componentes involucrados
en la regulacion de los diferentes estados de la diapausa en C. elegans
[7], entre los que destacan las vias de sefializacion de insulina/IGF-1
y TGFp (en la diapausa L1 y en “dauer”) [8], asi como NHR-49 (en
la diapausa reproductiva del adulto) que media la oxidacion de acidos
grasos y la gluconeogeénesis en ausencia de comida [5]. La autofagia
también se ha implicado en las diferentes diapausas de C. elegans [9].
La inhibicién de la autofagia disminuye la sobrevivencia de los
animales durante la diapausa L1. Ademas, la via de sefializacion
acetilcolina muscarinica (proteina G-acoplada al receptor de acetilcolina
— Ggo — nPKC — MAPK) esta implicada en esta regulacion mediante
la activacion de la autofagia durante el ayuno. Asi, la inhibicion de esta
via rio abajo (MAPK-1 por ejemplo) reduce la autofagia, mientras que
la activacion rio arriba (por la ausencia de GPB-2 por ejemplo) induce
un exceso de autofagia por ayuno [9]. Niveles fisioldgicos de autofagia
promueven la sobrevivencia, mientras que la insuficiencia o el exceso de
autofagia contribuyen a la muerte durante la diapausa L1. La reduccién
de la actividad de daf-2 (receptor de insulina/IGF-1) causa que los
animales entren en “dauer” atn en condiciones favorables. Sin embargo,
la deplecion simultanea de la autofagia y de daf-2 resulta en un defecto
en la formacién de “dauers” y los animales mueren sugiriendo que la
autofagia también juega un rol en este proceso. Aunque la autofagia
ha sido descrita durante la diapausa L1 y el estadio de “dauer”, adn se

Diapausas de C. elegans
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desconoce si participa en la diapausa reproductiva del adulto.

1.3 ANATOMIA DE LA GONADA DE C. ELEGANS

En C. elegans, los individuos pueden ser hermafroditas (XX) o machos
(X0). Laestructura de unanimal adulto hermafrodita es anatbmicamente
simple, compuesto exactamente por 959 ceélulas somaticas y el
macho por 1031 células [2]. La linea germinal es un linaje de células
especializadas que da origen a los ovocitos y espermatozoides. En
C. elegans, como en muchos otros organismos, la linea germinal se
separa de las células somaéticas en una etapa muy temprana durante la
embriogenesis (Figura 1). En seguida nos centraremos en la anatomia
de la gonada del hermafrodita adulto, pues es el modelo de estudio de
este trabajo.

La gonada del hermafrodita esta compuesta por dos estructuras en
forma de U conectadas por un Utero central (Figura 2). La parte somatica
de la gonada consiste de una célula distal, las células de la vaina que
envuelven a la gonada, la espermateca, la valvula espermatica uterina y
el Utero [2]. Una vez que se formaron alrededor de 160 espermatozoides
en la etapa larvaria L4 comienza la produccion solo de ovocitos en el
adulto [10]. La gonada la podemos dividir en tres regiones generales:
distal, asa y proximal. En la gonada del adulto hermafrodita, los
ovocitos maduros se encuentran organizados en la parte proximal
de la gbnada. La gonada de C. elegans es un sincicio, lo que quiere
decir que los nicleos que van a dar origen a los ovocitos comparten
un citoplasma comudn en la region distal. Convencionalmente a los
nucleos de la gonada se les ha denominado células germinales. En la
parte distal se encuentran nucleos en mitosis e indiferenciados debido
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a una sefal proveniente de la célula distal. Conforme los nucleos se
alejan de esta célula, pasan de un estadio de profase de la meiosis |
(zona de paquiteno) en el centro de la gbnada hasta formar ovocitos
maduros en la zona proximal (Figura 2) [11]. Una vez que el ovocito
estd maduro, comienza la ovulacion, pasa a la espermateca donde es
fertilizado y el embridn inicia las primeras divisiones dentro del Utero.
Durante la ovogénesis, los ovocitos acumulan una enorme cantidad de
RNA mensajeros (MRNAS); algunos de ellos son traducidos y otros son
silenciados para prevenir una prematura diferenciacion y garantizar un
correcto desarrollo embrionario [12].

DISTAL
Zona de

Mitosis transicion Paquiteno Cuerpos

apoptoticos
DTC C’l L7171 1-1010101010l°l°l°l°l°l°l°l°_\_°_|_ol. Te /
I.7.J7.I-JeTeT oTeTeTeTeTe Ter Centro de la gbnada

LQTQ]QT.T.T. Te Te
®

Células de la vaina

\

Espermateca

PROXIMAL

Figura 2| Esquema de un brazo de la génada del hermafrodita adulto de C. elegans. El
desarrollo de los ovocitos ocurre de la zona distal a la proximal. La zona de transicion corresponde
al estado de la célula que pasa de la mitosis y entra a la meiosis. Los espermatozoides fueron
almacenados en la espermateca durante el estadio larvario L4. La apoptosis de las células
germinales generalmente se observa en la zona del asa. DTC= célula distal de la punta.

Anatomia de la génada de C. elegans 8
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1.4 GRANULOS DE RNA

El control traduccional del mMRNA es importante en la regulacion de
la expresion de genes eucarioticos. Algunos mRNA son programados
para su inmediata traduccién, después de la traduccién, los mMRNASs
son deadenilados, los polisomas se disocian y el mMRNA es degradado
0 almacenado. Otros mRNASs son transcritos pero su traduccion
no es inmediata por lo que son transportados o almacenados hasta
que sean requeridos por la célula. En ambos casos, un conjunto de
MRNAs silenciados traduccionalmente son almacenados en granulos
ribonucleoproteicos que carecen de una membrana (granulos de RNA).
Aunque existe una gran variedad de granulos de RNA, podemos
clasificarlos en cuatro grandes tipos: granulos neuronales, granulos
germinales, cuerpos de procesamiento y granulos de estrés. Estos
granulos de RNA interacciona entre si y quizas usan mecanismos
similares para regular los mMRNAs [13-20].

141 TIPOS DE GRANULOS DE RNA
14.1.1 GRANULOS NEURONALES

En algunas células, el secuestro de mMRNAs marcados para represion
0 degradacion necesita ser estabilizado mientras es transportado
a otras regiones celulares. Por ejemplo, las neuronas contienen
regiones especializadas como los axones y las dentritas que pueden
extenderse a grandes distancias del cuerpo. En tales células, ciertos
MRNASs son estabilizados y transportados a estas regiones hasta que
una sefal apropiada remueva al represor o degrade el transcrito [13].

INTRODUCCION



Las estructuras encargadas de estabilizar y transportar mRNAS en las
células neuronales se conocen como granulos neuronales.

Los granulos neuronales se identifican por la presencia de dos
proteinas altamente conservadas: Staufen (una proteina de union a RNA
de doble cadena) y por FMRP (un represor traduccional denominado
proteina fragil de retraso mental X) [21]. Aparte de Staufen, FMRP
y mRNAs, los granulos neuronales también contienen subunidades
ribosomales, factores de inicio de la traduccion (elFAE y elF2a),
y otras proteinas de union a RNA que regulan la expresion de los
MRNAs (HuD, G3BP, Sam68, SYNCRIP, hnRNP A2 y RNG105) [15].
En las neuronas, la traduccion local del mRNA es importante para la
regulacion de la plasticidad sinaptica como también para el desarrollo
y crecimiento de los axones y dendritas [14]. Los granulos neuronales
son los encargados de asegurar que un mRNA apropiado llegue y esté
disponible para su traduccion transportandolo a traves del citoesqueleto
por la quinesina KIF5 [15]. Es muy probable que la composicion de los
granulos neuronales en un tiempo especifico determina si los MRNAS
son transportados a una cierta zona (la sinapsis por ejemplo), traducidos
localmente (en la densidad postsinaptica por ejemplo), o marcados para
su almacenaje y/o degradacion en otros granulos de RNA conocidos
como cuerpos de procesamiento (ver mas adelante) [22].

1.41.2 GRANULOS GERMINALES

Las células germinales son el linaje especializado y responsable de
transmitir la informacion genética a la siguiente generacion. A pesar
de su naturaleza altamente especializada, las células germinales son
totipotenciales, es decir, ellas pueden desarrollar todos los tejidos
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de un organismo [23]. Interesantemente, aunque existen diferentes
mecanismos para especificar el linaje de las células germinales [24], cada
vez es mas claro que comparten varias caracteristicas importantes para
su desarrollo y funcion. Una de estas caracteristicas es la presencia de
los granulos germinales. La composicion y localizacion de los granulos
germinales cambia durante el desarrollo. Asi, podemos encontrar
granulos germinales en células germinales, gametos y embriones [17].

Los granulos germinales en las células germinales frecuentemente
se localizan alrededor de la membrana nuclear y en proximidad con los
poros nucleares y mitocondrias [18]. Estos granulos han sido nombrados
dependiendo del organismo en que fueron descritos, granulos polares
en Drosophila melanogaster, granulos P en C. elegans, granulos
germinales en Xenopus leavis y cuerpos cromatoides en mamiferos
[16-18]. Entre los componentes de las proteinas identificadas en los
granulos germinales, tres clases de proteinas son particularmente
abundantes: helicasas de RNA con caja tipo DEAD (Vasa, Belle,
Me31B, Rck, elF4A), proteinas con dominio Tudor (TDRD1, RNF17,
TDRD4, TDRDS6) y proteinas Piwi [16]. Ademas de los componentes
mencionados anteriormente, los granulos germinales tambien presentan
otras proteinas como metiltransferasas con repetidos WD (WDR77),
proteinas involucradas en el splicing (Sm), proteinas que eliminan el
cap (Dcpl, Dcp2), exonucleasas (Xrnl) y complejos de inicio de la
traduccion (elF4F) [17]. Los granulos germinales contienen mRNAS
maternos que son requeridos para la proliferacion de las células
germinalesy la diferenciacion durante las primeras etapas del desarrollo
embrionario. Asi, los granulos germinales dirigen la localizacion de
mMRNA maternos dentro del ovocito o el embrion temprano, reprimen la
traduccion de ciertos mRNAs, estabilizan mRNAs especificos y activan
la traduccion de algunos mRNAs temporal y espacialmente [17, 18].
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14.1.3 CUERPOS DE PROCESAMIENTO

Los cuerpos de procesamiento son estructuras que estan presentes en las
células en condiciones normales, pero ante diferentes estimulos (como
el estrés) pueden aumentar su tamario [19]. Actualmente se han descrito
mas de 60 proteinas que participan como componentes de los cuerpos
de procesamiento [25]. Los mMRNAs se mantienen en los cuerpos de
procesamiento debido a que estas proteinas a menudo participan en
procesos de eliminacion del cap y represion de la traduccion [26].
Entre las proteinas que se encuentran en los cuerpos de procesamiento
estan los activadores de la eliminacion del cap Edc3 y Lsml-7, el
complejo enzimatico de eliminacion del cap Dcpl-Dcp2, y factores
que funcionan tanto como represores de la traduccién como activadores
de la eliminacién del cap Scd6, Rck y Pat 1 [25]. Otros factores de
decaimiento como la exonucleasa 5°-3" Xrnl y las subunidades del
complejo de deadenilasa (CCR4/POP2/NOT) también se localizan
en los cuerpos de procesamiento [25]. Los cuerpos de procesamiento
contienen miembros de la via de microRNAs (miRNA) como Ago2,
ALG-1 y GW182; proteinas involucradas en el decaimiento mediado
sin sentido (NMD) SMG7 y Dpf1-3; y el factor de inhibicion de elF4E
(elF4AE-T). El elFAE se une al elF4E-T y esto sugiere que los cuerpos de
procesamiento estan asociados probablemente mas con la represion que
con la traduccion del mMRNA [25]. Recapitulando, podemos definir a los
cuerpos de procesamiento como estructuras encargadas de la regulacién
del mMRNA mediante la eliminacion de su cap o mediante la represion
de su traduccion.

El ensamblaje de los cuerpos de procesamiento estd compuesto de
tres pasos [25]. 1) Componentes de los cuerpos de procesamiento se
unen al MRNA tanto en el extremo 5’ (Dcpl, Dcp2, Edc3 y Rck) como
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en el extremo 3’ (Patl, Xrnly Lsm1-7). 2) Despues, los dos complejos
en los extremos del mRNA interaccionan plegando el transcrito y
formando una estructura denominada de bucle cerrado (“closed-loop™).
3) Varias de estas estructuras se agregan a través de los dominios Edc3
Yjef-N o Patl N Terminal para formar granulos citoplasmaticos visibles
[25]. Diferentes experimentos sugieren que tanto la formacion como el
desensamble de los cuerpos de procesamiento juegan un papel esencial
en el ciclo del mRNA.

La importancia de los cuerpos de procesamiento en el ciclo del
MRNA fue sugerida inicialmente por varias lineas que evidenciaron que
el mMRNA dentro de estos granulos puede regresar a la traduccion [27,
28]. Primero, el mRNA atrapado en los polisomas por la adicion de
cicloheximida conduce a una reduccion del tamafio de los cuerpos de
procesamiento independientemente de la maquinaria de eliminacion del
cap, argumentando que el MRNA dentro de los cuerpos de procesamiento
no esta obligado a ser degradado mediante la eliminacion de su cap.
Segundo, durante la recuperacién del estrés en mutantes defectuosas
en el proceso de eliminacién del cap, el resurgimiento de los polisomas
estuvo acompafiado por una reduccion en el tamafio de los cuerpos
de procesamiento. Tercero, los MRNAs acumulados en los cuerpos
de procesamiento bajo condiciones de crecimiento normales o de
estrés salen de ellos y entran a los polisomas debido a un cambio en
las condiciones ambientales [27, 28]. Estos resultados sugieren que el
MRNA que entra a los cuerpos de procesamiento puede ser degradado
0 puede salir de ellos para reingresar a la traduccion, posiblemente a
través de la transicidn de los cuerpos de procesamiento a otros granulos
de RNA, conocidos como granulos de estrés (Figura 3).
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1.4.1.4 GRANULOS DE ESTRES

En mamiferos, los granulos de estrés fueron originalmente definidos
como grandes agregados citoplasmaticos de mRNA y proteinas, que
Ilegan a ser visibles cuando la sintesis global de proteinas es inhibida
en respuesta a diferentes tipos de estrés [29]. Aungue en mamiferos los
granulos de estrés y los cuerpos de procesamiento acumulan mRNAS
durante el estrés, estas estructuras pueden distinguirse claramente una
de otra. Primero, los cuerpos de procesamiento son detectados en la
mayoria de las células somaticas bajo condiciones normales, mientras
que los granulos de estrés solo emergen en respuesta a la fosforilacion
del factor de inicio de la traduccion eucaridtico 2a (elF2a) inducida por
el estrés. Segundo, los granulos de estrés son definidos por los factores
de inicio de la traduccion que conforman el complejo de preinicio no
canonico 48S (elF3, elF4A, elFAG, PABP-1y la subunidad pequefa del
ribosoma), mientras que los cuerpos de procesamiento son definidos por
los componentes de la maquinaria de degradacion del mRNA (Dcpl,
Dcp2 y Hedls; ver apartado anterior) [30].

Actualmente se conocen méas de 100 proteinas en mamiferos
involucradas en la formacion de granulos de estrés [31]. De manera
general, el ensamblaje de los granulos de estrés lo clasificaremos en
tres etapas [20]. En la primera etapa, la fosforilacidn inducida por estrés
de la Ser51 del elF2a reduce los niveles del complejo ternario elF2—
GTP-tRNAM. En ausencia de este complejo ternario, la formacion
del complejo de pre-inicio de la traduccion 48S que normalmente se
ensambla sobre el 5’ de los MRNAs es interrumpido, produciendo un
complejo 48S no canonico traduccionalmente inactivo e incapaz de
reclutar la subunidad 60S del ribosoma. Asi, estos acontecimientos
ocasionan que disminuya la tasa de inicio de la traduccion. La segunda

Granulos de RNA: granulos de estrés 14



etapa comprende la agregacion primaria y establecimiento de la
estructura central de los granulos de estrés. Esta agregacion esta mediada
por proteinas de unién a RNA que se unen al mRNA del complejo de
inicio de la traduccidn no canonico 48S, tales como: TIA-1, TIAR, TTP,
BRF1, FMRP, FXR1, CPEB, G3BPy SMN. Después de esta agregacion,
se unen otras proteinas que han perdido (o carecen) las propiedades de
unirse al MRNA, éstas son reclutadas en los granulos de estrés a través
de interacciones proteina-proteina con proteinas que componen la
estructura central de estos granulos como TIA-1 (SRC3, FAST y PMR1)
0 con componentes ribonucleoproteicos del complejo 48S (TRAF2).
En la tercera etapa, los transcritos especificos son clasificados en los
granulos de estrés para su traduccién, para su almacenamiento o para

ser transferidos a los cuerpos de procesamiento para su degradacion
(Figura 3) [20, 30]. En este ultimo caso los mMRNA son transferidos
por proteinas especificas como TTP [32]. Una caracteristica importante
de los granulos de estrés es que los procesos son reversibles, esto es,
los MRNASs que estan en los granulos de estrés pueden regresar a los
polisomas reiniciando su traduccién, y por lo tanto los granulos de
estreés desaparecen (Figura 3).

Figura 3| Esquema general de la formacion e interaccion de los granulos de estrés y los
cuerpos de procesamiento. (A) Los mMRNAs con cap y poliadenilados son traducidos en los
polisomas. (B) Bajo condiciones de estres, la traduccion global es inhibida por la fosforilacion
de elF2 a través de la activacion de las cinasas de respuesta a estrés PERK, GCN2, HRI o PKR.
Como consecuencia, el complejo de pre-inicio de la traduccion no canénico 48S se acumula.
La fosfatasa PP1 junto con su subunidad reguladora Gadd34 puede defosforilar el elF2 y asi
reactivar la traduccion. (C) Proteinas de unién a RNA como TIA-1y G3BP contienen dominios
tipo prion que dirigen el ensamblaje del complejo de pre-inicio de la traduccion no canénico
48S dentro de los granulos de estrés. Cuando las condiciones de estrés se superan, la chaperona
Hsp70 facilita el desensamble de los granulos de estrés. (D) Los mRNAs son especificamente
degradados si tienen un codon de terminacion prematuro (PTC), si se asocian a miRNAS o si
contienen elementos ricos en AU (ARE). Tales mRNAs son escindidos por una endonucleasa o
son rapidamente deadenilados, lo cual conduce a una eliminacion del cap o0 a una degradacién
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5’-3’ por la exoribonucleasa Xrnl. (E) Los mMRNAs marcados para su degradacion junto con
enzimas claves de la degradacién de mRNA se ensamblan en los cuerpos de procesamiento. La
helicasa de RNA Rck y las proteinas de agregacién como Patl, Edc3 y Lsm4 son importantes
para la formacion de los cuerpos de procesamiento. Los miRNAs pueden suprimir la traduccion
de sus MRNA blancos mediante el reclutamiento de ellos hacia los cuerpos de procesamiento.
(F) los cuerpos de procesamiento son frecuentemente observados en contacto con los granulos
de estrés. CPEB1, TTP y BRF1 aumentan la asociacion de los cuerpos de procesamiento con
los granulos de estrés. Las proteinas de granulos de estrés estdn marcadas en azul, las proteinas
de cuerpos de procesamiento estan en amarillo, y las proteinas de que se localizan en ambas
estructuras estan marcadas en verde.
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1.4.2 TIPOS DE GRANULOS DE RNA EN LA LINEA
GERMINAL DE C. ELEGANS

Un aspecto clave durante el desarrollo embrionario temprano es
la regulacion del mRNA materno [33]. Los mMRNAs maternos son
producidos durante la ovogénesis para ser almacenados en el ovocito
hasta la fertilizacion. Estos mMRNAs se acumulan a menudo en granulos
de RNA [34]. En C. elegans, los granulos germinales han sido bien
descritos; sin embargo, el resto de los granulos citoplasmaticos
observados en la génada del hermafrodita ain no han sido claramente
especificados.

142.1 GRANULOS P

Los granulos germinales en C. elegans fueron nombrados como granulos
P de acuerdo al linaje embrionario en el cual fueron encontrados [35].
Los granulos P estan asociados a los poros nucleares localizandose asi
alrededor de la membrana nuclear durante la mayor parte del desarrollo
de las células germinales; sin embargo, en ovocitos maduros, estos
granulos se despegan y son distribuidos en el citoplasma (Figura 4 A)
[35, 36]. Se han descrito alrededor de 40 componentes de los granulos
P [37] y la lista continua creciendo. Algunos de los componentes de los
granulos P son constitutivos, esto es, que se encuentran en granulos P
a lo largo de todo el ciclo de vida del nematodo. Otros componentes
muestras una asociacion mas transitoria con los granulos P en etapas
especificas [37]. Dentro de los componentes que se encuentran en los
granulos P estan proteinas involucradas en el mecanismo de RNA de
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interferencia (DCR-1, DRH-3, EGO-1, CSR-1, PRG-1 y WAGO-1);
componentes del splicing (proteinas Sm); componentes de cuerpos de
procesamiento (CGH-1 y DCP-2); componentes de granulos de estrés
(PAB-1y TIAR-2); factores de inicio de la traduccién IFE-1 (elF4E); y
otras proteinas de union a RNA como PGL-1/2/3, GLH-1/2/3/4 y CAR-
11[17, 38, 39].

Actualmente se han identificado mas de 170 genes involucrados
en la estabilidad, localizaciéon y funcion de los granulos P [38]. Sin
embargo, algunos componentes de los granulos P han sido colocados
en la via de ensamblaje de estos granulos: DEPS-1—-GLH-1—PGL-
1—IFE-1[37]. Enlacimade esta via se encuentra DEPS-1, una proteina
especifica del nematodo con un dominio C-terminal rico en serinas. En
mutantes en deps-1, la proteina GLH-1 es reducida hasta 10 veces [40].
GLH-1 es subsecuentemente requerida para la localizacion de PGL-1
[41]. Asi, en ausencia de DEPS-1 o GLH-1, PGL-1 se dispersa en todo
el citoplasma. Al final de la via se encuentra IFE-1, el cual es uno de los
5 homologos en C. elegans de elF4E; y en ausencia de PGL-1, IFE-2 no
se localiza en los granulos P [42].

Los granulos P son importantes para promover el desarrollo de las
células germinales en el embrion; sin embargo, se desconoce de queé
maneraactuan [37]. En C. elegans, latranscripcion global esta reprimida
durante la maduracion del ovocito, y la mayoria de la transcripcion es
reprimida en la linea germinal a lo largo de la embriogénesis [43]. Un
modelo para explicar la funcion de los granulos P consiste en que los
transcritos maternos requeridos para el desarrollo de la linea germinal
embrionaria son preservados en los granulos P hasta que la transcripcion
se reanude durante la proliferacion de la linea germinal en la larva
eclosionada [37].
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1.4.2.2 CUERPOS DE ALMACENAMIENTO

En la gbnada de C. elegans existe una gran cantidad de proteinas que
se expresan en el citoplasma de manera diferenciada. Algunas de estas
proteinas forman agregados citoplasmaticos y han sido involucradas en
la regulacion del mRNA [12, 34, 39]. Sin embargo, no se ha definido
claramente la naturaleza de estos agregados, esto es, no se sabe si
forman parte de algun tipo especifico de granulo de RNA. A pesar de
lo anterior, se ha descrito un tipo de granulos de RNA denominados
cuerpos de almacenamiento [44]. Los cuerpos de almacenamiento estan
presentes en el citoplasma de la gonada de C. elegans en condiciones
normales y estan compuestos por las proteinas CGH-1(Rck) y CAR-
1(Lsm) (Figura4 A) [44]. Los ortologos en mamiferos de estas proteinas
(Rck y Lsm) forman parte de los cuerpos de procesamiento (Figura 3).
En contraste a la funcion principal de los cuerpos de procesamiento
(degradacion de mRNASs) [19], la funcién propuesta para los cuerpos
de almacenamiento en C. elegans es la regulacion de un conjunto
de mMRNAs maternos especificos para prevenir su degradacion en la
gonada [34, 44].

1.4.2.3 FORMACION DE GRANULOS DE RNA DURANTE EL
ARRESTO DE LA OVULACION Y EL ESTRES
AMBIENTAL

La ausencia de espermatozoides conduce a un arresto en la ovulacion
y en la meiosis, lo que ocasiona una acumulacion de ovocitos en la
gonada del adulto [45]. Diferentes estudios han demostrado que los

19 INTRODUCCION



granulos de RNA en la gonada de C. elegans se remodelan en respuesta
al arresto en la ovulacion [46, 47].

Los granulos observados durante el arresto de la ovulacion se
han descrito en todas las zonas de la gbnada (Figura 4 B) [44, 46, 47].
Particularmente, en el centro de la gonada se ha observado que estos
granulos poseen componentes como CGH-1, CAR-1y GLD-1(proteina
de union a RNA con dominio STAR/KH); sin embargo DCP-2(Dcp2)
no esta presente en estos granulos (Figura 4 B) [46, 47]. En los
granulos formados en los ovocitos después del arresto de la ovulacion
estan presentes las proteinas CGH-1, CAR-1, PUF-5(Pumilio), MEX-
3(proteina de unién a RNA con dominio KH), MEX-5(proteina con
motivo de dedo de zinc CCCH), PAB-1(PABP) y TIAR-2(TIA-1/R)
(Figura 4 B) [46, 47]. Al igual que en los granulos observados en
el centro de la gonada, los granulos de los ovocitos compuestos por
CGH-1y CAR-1 no poseen a DCP-2 (Figura 4 B) [46]. Sin embargo,
en los ovocitos arrestados DCP-2 si se agrega en otros granulos [46].
Asi, los granulos formados por CGH-1 y CAR-1 son llamados cuerpos

grP (granulos de RNA relacionados a los cuerpos de procesamiento),
mientras que los granulos formados solo por DCP-2 los denominaron
cuerpos dcP (Figura 4 B) [46].

Aparte del arresto en la ovulacion, también se ha visto que diferentes
tipos de estrés como el choque de calor, el estrés osmético o la anoxia
inducen una formacion de granulos en los ovocitos [47]. Durante el
choque de calor se ha visto que los granulos de los ovocitos estan
constituidos por CGH-1, MEX-3, PAB-1 y TIAR-2 (Figura 4 B) [47].
La anoxia induce la formacion de granulos en los ovocitos compuestos
por MEX-3, PAB-1y TIAR-2 (Figura 4 B) [47]. Finalmente, en el estrés
osmatico solo se ha visto a MEX-3 en los granulos de los ovocitos
(Figura 4 B) [47].
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En resumen, existe una gran variedad de granulos que se forman
en la génada de C. elegans durante el arresto en la ovulacion y el estrés
(Figura 4 B) [46, 47]. La composicion y el lugar en el que se forman
varia dependiendo de las condiciones [44, 46, 47]. Algunos de estos
granulos formados poseen componentes de los granulos de estrés o los
cuerpos de procesamiento de mamiferos; sin embargo, ain falta por
definir claramente la naturaleza de estos granulos. Ademas, aunque los
granulos formados en la gonada después del arresto de la ovulacion o
el estrés poseen proteinas constitutivas que en mamiferos ha sido bien
definida su funcion, en la linea germinal de C. elegans pueden tener
funciones distintas. Tal es el caso de CGH-1 que en mamiferos funciona
en la via de degradacion del mRNA [19], mientras que en la gbnada de
C. elegans funciona como un protector de los mRNA maternos para
evitar su degradacion [34, 44].

Figura 4| Esquema de la génada que muestra la distribucién de granulos de RNA

en condiciones normales y de estrés. (A) Los granulos de RNA que se observan en
condiciones normales son granulos Py los cuerpos de almacenamiento. (B) Después del
arresto de la ovulacion o el estrés ambiental se forman los cuerpos grP en el centro de la
gonada y los ovocitos, mientras que los cuerpos dcP solo se forman en los ovocitos.
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1.5 APOPTOSIS

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que consiste en la
eliminacién regulada de las células dentro de un organismo y desempefia
un papel fundamental en el crecimiento y desarrollo de casi todos
los eucariontes [48]. Tanto los animales como las plantas comparten
caracteristicas de la apoptosis tanto a nivel celular como a nivel
molecular [49]. Dentro de los mecanismos conservados en el proceso
de apoptosis se encuentra la condensacion nuclear, la fragmentacion
del DNA, la condensacion del citoplasma, asi como la contraccion de
la membrana plasmatica [49]. En animales, los estudios hechos en C.
elegans han contribuido en el esclarecimiento de las vias implicadas
en este tipo de muerte celular [50, 51]. Estos estudios han establecido
que la apoptosis es un proceso evolutivamente conservado, normal,
genéticamente determinado durante el desarrollo y que es controlado
por un numero especifico de genes [51].

1.5.1 APOPTOSIS EN C. ELEGANS

El proceso de apoptosis en C. elegans esta dividido en cuatro pasos que
ocurren de manera secuencial [51] (Figura5). El primer paso consiste en
la decision de si la célula debe morir o vivir. Segundo, si la célula morira
entonces ocurre la activacion de la maquinaria central de apoptosis. El
tercer paso consiste en la ejecucion del proceso de apoptosis, el cual
incluye la fragmentacion del DNA cromosomal y la fagocitosis de la
célula en apoptosis por una célula vecina. Finalmente, en el cuarto paso
la célula fagocitada es degradada. Los genes que acttan en el primer
paso afectan solamente a células especificas (Figura 5). En contraste,
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los genes que funcionan del segundo hasta el cuarto paso actuan en la
mayoria de las células que mueren por apoptosis (Figura 5) [51].

HSN CEM NSM
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Figura 5| Via genética de la apoptosis en C. elegans. Los cuatro pasos esenciales de la
apoptosis estan indicados. Las neuronas especificas de hermafroditas (HSN) que controlan la
ovoposicion en los hermafroditas son generadas en el embridn tanto en hermafroditas como

en machos, pero mueren por apoptosis en los machos donde no son necesarias. En contraste,
cuatro neuronas cefalicas (CEM) son especificas de los machos como resultado de su apoptosis
en hermafroditas. En la faringe, dos células hermanas de las neuronas motoras neurosecretoras
(NSM) también mueren por apoptosis.
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El proceso de apoptosis, en la mayoria de las células en C. elegans,
requiere de la maquinaria central de apoptosis (e. i. ced-9, ced-4, ced-
3) [51]. El Unico miembro en el nematodo de la familia 2 de linfoma
de células B (BCL2) CED-9 se requiere para proteger a las células de
la apoptosis [52]. La pérdida de la funcion de ced-9 en los animales
conduce a una inapropiada apoptosis de las células que normalmente
estan destinadas a vivir, mientras que la ganancia de funcion en ced-
9 ocasiona una deficiente activacién de la apoptosis en las células
destinadas a morir [52]. La apoptosis en este nematodo generalmente
involucra la activacion transcripcional egl-1 (que codifica a una proteina
con dominio BH3) en células especificas (Figura 6) [53]. EGL-1
antagoniza a CED-9, el cual a su vez antagoniza a CED-4, el homologo
del factor activador de la proteasa apoptdtica 1 (APAF1) [53, 54].

CED-4 es un proteina proapoptdtica con dominio WD40 y su
ausencia ocasiona que las células no mueran por apoptosis [55]. La
proteina CED-9 se encuentra anclada a la superficie de la membrana
externa de la mitocondria y estd unida a un dimero de CED-4; de esta
manera, CED-9 inhibe la apoptosis [54, 56]. Despues de la induccion

transcripcional, EGL-1 se une a CED-9 lo que ocasiona un cambio
conformacional en CED-9 resultando en la liberacién de CED-4 (Figura
6) [54]. Este evento conduce a una oligomerizacion de CED-4 formando
un octamero, el cual a su vez se une a dos moléculas del zimdgeno de la
caspasa CED-3 permitiendo asi su activacion (Figura 6) [56].
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Figura 6] Modelo molecular de la activacién de la apoptosis en C. elegans. En las células
vivas, CED-9 y CED-4 forman un complejo el cual esta anclado a la mitocondria a través de
CED-9. En estas células, CED-3 se encuentra en su forma inactiva (zimogeno). En las células
predestinadas a morir, EGL-1 ocasiona un cambio conformacional en CED-9 lo que induce la
liberacion de CED-4. Esta liberacion origina la formacién de un octdmero de CED-4, el cual se
une a dos moléculas del zimoégeno de CED-3 formando el apoptosoma. Finalmente, este complejo
permite la activacion de la caspasa CED-3.
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1.5.1.1 APOPTOSIS DE LAS CELULAS GERMINALES

Durante el ciclo de vida en C. elegans existen tres momentos en los
cuales ocurre una apoptosis caracterizada. El primero de ellos ocurre en
la embriogénesis, y el segundo sucede en la larva L2. A esta apoptosis
se le conoce como apoptosis somatica y depende de la proteina EGL-
1 (Figuras 6 y 7) [53]. La ultima etapa en la cual ocurre apoptosis
es observada en la linea germinal del adulto hermafrodita, durante
la formacion de ovocitos y es en la cual se centra este trabajo. En la
ovogénesis aproximadamente el 50% de las células germinales son
eliminadas por apoptosis, a este proceso se le conoce como apoptosis
fisiolégica [57].

La apoptosis fisiologica se desarrolla a traves de la misma
maquinaria apoptotica de la apoptosis somatica (CED-9/CED-4/
CED-3). Sin embargo, no se requiere la participacion de EGL-1
para desencadenar esta apoptosis (Figura 7) [57]. Otra caracteristica
importante de la apoptosis fisiologica en C. elegans es que solo
ocurre durante la ovogénesis, especificamente al término de la etapa
de paquiteno de la profase | [57]. Animales mutantes en los que el
cariotipo es hermafrodita (XX) y que solo producen espermatozoides,
no presentan cuerpos apoptoticos. En contraste, machos (XO) que en
vez de espermatozoides producen ovocitos, presentan una apoptosis
fisiologica. Esto sugiere que la apoptosis durante la ovogénesis no es
determinada por la distribucion de los cromosomas sexuales sino por el
proceso de produccion de ovocitos [57].

Actualmente no se ha encontrado algin componente esencial que
regule la apoptosis fisiologica, pero diferentes estudios han demostrado
que este proceso es importante en el desarrollo de las células germinales
del nematodo. La apoptosis en la linea germinal del adulto hermafrodita
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mantiene la homeostasis en la génada al eliminar el exceso de células
germinales que actuan como células nodriza, las cuales proveen de los
componentes citoplasmaticos esenciales a los ovocitos maduros [57,
58]. Ademas, Andux y Ellis [59] demostraron que la apoptosis de las
celulas germinales juega un papel clave en el mantenimiento de la
calidad de los ovocitos a través de una distribucion eficiente de los
recursos en los ovocitos en desarrollo.

1.5.1.2 EL ESTRES AMBIENTAL INDUCE UN INCREMENTO EN
LAAPOPTOSIS DE LAS CELULAS GERMINALES

La apoptosis de las células germinales puede incrementarse debido a
infecciones por patdgenos o a la exposicion a diferentes tipos de estrés
(Figura 7) [60-64]. La apoptosis de las células germinales juega un
papel durante la respuesta a un ataque por patégenos como Salmonella
typhimurium y Salmonella enterica ya que los animales mutantes en
ced-3 y ced-4 son mas sensibles a infecciones por estos patogenos [60,
63]. Asi, la apoptosis elimina el exceso de células germinales en la
gonada que podrian ser perjudiciales para el animal, siendo éste, un
mecanismo de defensa del hospedero contra infecciones bacterianas
[60, 63]. La apoptosis de las células germinales debida a la presencia de
S. typhimurium y S. enterica requiere de la proteina con dominio BH3
EGL-1 [60, 63].
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Figura 7| Tipos de apoptosis en C. elegans. La apoptosis de somatica ocurre durante

el desarrollo embrionario y en la larva L2. La apoptosis fisiol6gica solo se presenta
durante la ovogénesis en el adulto hermafrodita. La apoptosis de las células germinales
puede incrementarse debido a: infecciones por patdgenos, dafio al DNA, estrés osmético,
estrés oxidativo, choque de calor y ayuno. — indica una interaccion negativa, — una
interaccidn positiva 'y - — una posible interaccion.
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Los tipos de estrés que inducen un incremento en la apoptosis de
las celulas germinales son: el dafio al DNA, el estrés osmatico, el estres
oxidativo, el choque de calor y el ayuno [61, 62, 64]. La apoptosis
ocasionada por dafio al DNA es dependiente del factor de transcripcion
CEP-1 (p53) y EGL-1 ya que animales que carecen de la expresion
de estas proteinas no muestran un incremento en la apoptosis de las
células germinales después de la radiacion [61, 62]. CEP-1 promueve la
transcripcion de egl-1 para que su proteina se una a CED-9 y rompa asi
la interaccion CED-9-CED-4 desencadenando la apoptosis [54, 61, 62].
Otra proteina involucrada en la apoptosis por dafio al DNA es CED-13
[65]. CED-13 es una proteina con dominio BH3 que puede unirse a CED-
9 durante la radiacion para inducir apoptosis; ademas, la transcripcion
de ced-13 durante este tipo de estrés también depende de CEP-1 [65].
El homdlogo del gen susceptible al retinoblastoma (RB) de mamiferos

29 INTRODUCCION



LIN-35, asi como los miembros de las proteinas de union a DNA de
la familia DP y E2F, DPL-1 y EFL-2 respectivamente, también estan
involucrados en la respuesta por dafio al DNA [66]. Se ha propuesto
que LIN-35, DPL-1 y EFL-2 acttan rio abajo o en paralelo de CEP-
1y EGL-1 para incrementar la apoptosis de la células germinales en
respuesta a la radiacion [66]. En este sentido, se ha propuesto que LIN-
35, DPL-1 y EFL-2 forman un complejo represor de la transcripcion
que reprime a un conjunto de genes, los cuales a su vez pueden bloquear
la apoptosis de las células germinales debida a la radiacion [66].

La exposicion al estrés osmotico, estrés oxidativo y choque de calor

también induce un incremento en la apoptosis de las células germinales.
Sin embargo, esta apoptosis es independiente tanto de CEP-1 como de
EGL-1 (Figura 7) [64]. Animales mutantes en las MAPKK mek-1 y
sek-1 asi como en la cinasa antagonista de p53 ABL-1, no respondieron
a estos tres tipos de estrés [64]. Lo anterior sugiere que estas proteinas
son esenciales para inducir un incremento en la apoptosis de las células
germinales por estrés osmatico, estrés oxidativo y choque de calor [64].

El ayuno es otro tipo de estrés que incrementa la apoptosis de las
celulas germinales. Este tipo de apoptosis no requiere de la participacion
de las proteinas CEP-1, EGL-1, MEK-1, SEK-1 ni de ABL-1 [64, 67].
La exposicion al ayuno induce un incremento en los niveles de LIN-35,
lo cual conduce a una represion transcripcional de ced-9 [67]. Ademas,
el ayuno también causa un arresto global en la traduccién ocasionando
que los niveles de traduccion del mRNA de ced-9 disminuyan [67]. La
represion transcripcional de ced-9 por LIN-35 mas la disminucion de
la traduccién de su mensajero en el ayuno, ocasionan que los niveles
de la proteina de CED-9 disminuyan drasticamente durante este tipo
de estrés [67]. Esta disminucion ocasionaria entonces la liberacion de
CED-4 y la subsecuente activacion de CED-3 [67].
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Il PLANTEAMIENTO
pEL PROBLEMA

| estrés puede tener efectos dramaticos sobre los organismosy

su linea germinal. Caracterizar los efectos que tienen el estrés

sobre la linea germinal contribuiré a nuestro entendimiento
de como las células germinales afrontan estas condiciones para poder
transmitir su informacion genética a las siguientes generaciones. El
nematodo C. elegans ha emergido como un buen modelo para este
tipo de estudios [12, 39].

En la busqueda de genes involucrados en la regulacién de la
apoptosis de las células germinales inducida por ayuno, identificamos
a tiar-1. TIAR-1 es el ortologo de las proteinas de mamiferos TIA-1
y TIAR; existen otros dos ortélogos de TIA-1/TIAR en C. elegans
nombrados TIAR-2 y TIAR-3 [68]. La familia de proteinas TIA-1/
TIAR se caracteriza por su capacidad de union al RNA mediante
dominios denominados RRM (RNA recognition motif). En
mamiferos, estas proteinas estan involucradas en unagran variedad de

31 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA



procesos celulares como la apoptosis, splicing, traduccion, represion
de mMRNAs, degradacién de mRNAs y formacion de granulos de
estrés [69-77]. Sin embargo, poco se sabe de la participacion de TIA-
1y TIAR en la linea germinal [78, 79]. Ademas, en C. elegans esta
familia de proteinas no habia sido descrita. Dadas sus caracteristicas
estructurales y su conservacion evolutiva, esperamos que la proteina
TIAR-1 sea importante en la respuesta al estrés de la linea germinal
del nematodo C. elegans.
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Il OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la funcion de la proteina TIAR-1 en la linea
germinal de C. elegans.
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar mediante microarreglos los genes que cambian sus
niveles de expresion durante el ayuno.

Explorar la posible participacion de los genes identificados en el
microarreglo en la apoptosis fisioldgica y en la apoptosis por
ayuno mediante RNAI.

Estudiar la expresion del gen tiar-1 en el nematodo.

Analizar el fenotipo de los animales mutantes tiar-1(tm361).

Analizar la participacion de TIAR-1 en la apoptosis inducida por
estres de las células germinales.

Explorar la participacion de TIAR-1 en la diapausa reproductiva
del adulto.

Estudiar la participacion de TIAR-1 en la formacion de granulos
durante el estrés en la gonada.

Objetivos general y especificos 3¢



V' MATERIALES
Yy METODOS

4.1 CRECIMIENTO DE LAS CEPAS

0s animales se crecieron en cajas petri con medio NGM vy se

alimentaron con la cepa de Escherichia coli OP50-1. Para

mantener las cepas de C. elegans se seleccionaron cinco
animales en estadio L4 y se colocaron en una caja mediana nueva a 15,
20 24 0 25°C dependiendo de la cepa. Un litro de medio NGM contiene
los siguientes componentes: 2 g de NaCl, 4 g de bactotriptona, 3 g de
KH,PO,, 0.5 g de K.HPO,, 0.008 g de colesterol y 20 g de agar. La
mezcla se aford a un litro y se incorporo el agar. EI medio se esterilizo
en autoclave durante 20 minutos, a 120°C y 15 libras de presion;
después, el medio se vertio en cajas petri. Las cajas petri utilizadas
para los nematodos tienen un diametro de 8.5 cm (caja grande), 5 cm
(mediana) y 3.5 cm (chica).

El medio de cultivo para bacterias que se utilizé fue LB (un litro
contiene 10 g de bactotriptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de
NaCl y 15 g de agar -medio solido-). Una vez que se tenia el medio LB
liquido estéril, se agregd 50 ug/ml de estreptomicina, se inoculo con
la bacteria OP50-1 y se incub6 toda la noche en agitacién constante
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a 37°C. Al dia siguiente se colocaron unas gotas del cultivo OP50-1
sobre el medio NGM vya gelificado. Estas cajas se dejaron a temperatura
ambiente hasta que el liquido se seco.

Unas de las técnicas que se utilizan en el laboratorio es la
manipulacién a gran escala de animales crecidos en medio liquido o
en medio sélido. Para poder crecer a los animales en medio liquido
se prepara buffer M9 1X o medio S [80]. El buffer M9 1X contiene: 6
g de NaHPO,, 3 g de KH,PO,, 5 g de NaCl y 0.25 g de MgSO,7H,0
en un litro de agua, y se esteriliza por autoclave. EI medio S contiene
en 1 litro: 5.85 g de NaCl, 1 g de K.HPO,, 6g de KH,PO, y 5 mg
de colesterol, se esteriliza por autoclave; 10 ml de 1 M de citrato de

potasio pH 6 (un litro estéril por autoclave contiene 20 g de acido citrico
monohidratado y 293.5 g de citrato tri-potasico monohidratado); 10 ml
de una solucidon de metales traza (1 litro estéril por autoclave de esta
solucion contiene 1.86 g de EDTA disddico, 0.69 g de FeSO,7H.,0, 0.2
g de MnCl,4H,0, 0.29 g de ZnSO,7H,0 'y 0.025 g de CuSO,5H,0); 3 ml
esteériles por autoclave de 1 M de CaCl,; y 3 ml estériles por autoclave
1 M de MgSQO,. En la preparacion del medio S se vertieron todos los
componentes en esterilidad. Cuando al medio S se le agregd comida se
mantuvo una proporcion de un pellet de 2.5 litros de OP50-1 por cada
25 ml de medio S.

Para poder manipular a gran escala los nematodos en medio sélido
se usan cajas de huevo. Para preparar ~20 cajas de huevo se hizo un
medio de 500 ml que contenia 1.5 de NaCl, 85 g de agar y 1.25 ¢
de bactotriptona; el medio se esterilizd por autoclave. Una vez que el
medio se enfrio a ~50°C, se le agrego en esterilidad 12.5 ml de KPO,
1M, 0.5 ml de CaCl, 1 M, 0.5 ml de MgSO, 1 My 0.25 ml colesterol
5 mg/ml. Se colocaron ~25 ml del medio en cada caja grande para que
se solidificara.
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Para preparar la mezcla de huevo y bacteria, se colocaron 50 ml de
H,O destilada estéril junto con un agitador magnético también esteéril
en un vaso de precipitado de 500 ml. El vaso cubierto con aluminio
para gue no se contamine se puso en la parrilla a calentar. Cuando el
agua se calentd justo antes del punto de ebullicion se le agregé en la
campana un huevo previamente limpiado con etanol al 70%, se rompid
la yema del huevo, el vaso se tapd con el aluminio y se puso a agitar
en la parrilla durante 5 minutos sin que llegara a hervir. Esta mezcla de
agua y huevo se vacid a un vaso de precipitado de 500 ml colandola
con un colador estéril de metal para eliminar los grumos y se agito por
3-4 minutos con una batidora cuyas aspas también estaban esteériles.

Después de la agitacion, la mezcla se dej6 a temperatura ambiente en la
campana por 15 minutos. A la mezcla anterior se le agrego un pellet de
500 ml de cultivo de la bacteria E. coli NA22 (50 ug/ml de ampicilina)
resuspendido en 25 ml de LB; se mezclo bien y se colocaron ~4 ml de
la mezcla de huevo y bacteria por cada caja grande. Las cajas se dejaron
secar a temperatura ambiente por 3 noches.

Cuando los animales crecen en cajas con huevo tienen una gran
cantidad de comida y para colectarlos es necesario limpiarlos con un
gradiente de sacarosa. Para limpiar a los animales de la bacteria y el
huevo, primero se colectaron en tubos falcon de 15 ml con H,O Milli-Q
estéril o con M9 1X. Los tubos con los animales se centrifugaron 30
segundos a 4000 rpm y se retird en sobrenadante: este paso se repitio
3-4 veces. Despues del altimo lavado, los animales se resuspendieron
en 12 ml de agua fria y se dividieron en 6 tubos falcon de 15 ml (2 ml
por tubo). Se afiadid 4 ml solucidn esteéril (por filtracion) de sacarosa
al 50% fria y se mezcl6 suavemente. Se centrifugd 5 minutos a 50 g
seguido de 5 minutos mas a 1000 g; esta doble centrifugacion permite
separar a los animales del huevo/bacteria/agar. Inmediatamente después
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de la centrifugacion se colectaron los animales de la parte superior con
una pipeta esteril de vidrio y se transfirieron a tubos falcon de 15 ml
nuevos. Después, estos animales con sacarosa se lavaron 5 veces con
H,O Milli-Q estéril centrifugando 30 segundos a 4000 rpm. Finalmente,
el pellet de animales se resuspendio en M9 1X.

4.2 RNA DE INTERFERENCIA (RNAI)

El mecanismo de RNAI fue descrito por primera vez en C. elegans
como una respuesta al ingreso de una doble cadena de RNA (dsRNA),
lo que resulta en la degradacion del mRNA especifico para el dSRNA
que entro [81]. Este mecanismo consiste en la formacion de pequefios
fragmentos de aproximadamente 22 pb a partir del dsSRNA mediante
la proteina Dicer. Estos fragmentos son incorporados a un complejo
denominado RISC, el cual facilita la union de los fragmentos de RNA
al mMRNA blanco y su degradacion [82]. La induccion de RNAI en C.
elegans puede hacerse através de la inyeccion de unas cuantas moléculas
de dsRNA en la gonada o mediante la alimentacion [83]. En el vector
PD129.36 de E. coli se inserta el gen en estudio quedando flagueado
a ambos lados por el promotor del bacteriéfago T7. La induccion de
este promotor (mediante IPTG) conduce a la formacion del mRNA del
gen en ambos sentidos de la cadena de DNA creando asi el dsSRNA
dentro de la bacteria. La cepa de E. coli que se utiliz6 es HT115(DE3),
la cual carece de RNAasa Ill. Los animales normalmente se alimentan
de bacterias, su ingestion, trituracion y subsiguiente absorcion de los
contenidos bacterianos en el intestino permite que los dsSRNAs ingresen
a sus células y se transporten a casi todo el organismo a través de la
proteina transmembranal SID-1 [84].
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La alimentacion fue el método que se utilizo en este trabajo para
inducir RNAI. La inactivacion del mRNA de los genes se hizo mediante
el protocolo propuesto por Fraser et al. [85]. Se preparé medio NGM con
30 g de agar por litro y medio de cultivo LB con 50 pg/ml de ampicilina
y 12.5 pg/ml de tetraciclina para inducir RNAI en gen seleccionado. El
cultivo de bacterias con el gen en estudio se colocé en cajas con medio
NGM, 50 pg/ml de ampicilina, 12.5 pg/ml de tetraciclina y 1 mM
de IPTG. Las cajas se dejaron a temperatura ambiente por 18 horas,
tiempo en el cual se induce el dSRNA en las bacterias; después de ésta
induccion, las cajas estan listas para usarse. Como control del RNAI se
uso el plasmido PD129.36 sin ningln gen inserto, plasmido vacio (PV).

Generalmente el RNAI es muy eficiente, sin embargo, en algunos
casos nos interesa comprobar ésta eficiencia mediante RT-PCR,

Western blot o inmunotinciones (ver descripcion de éstas técnicas mas
adelante). En la mayoria de los casos durante la comprobacién de la
eficiencia del RNAI en el laboratorio se obtuvo resultados en donde
se disminuyé la expresion del gen en estudio, pero no siempre resulto
asi. Particularmente cuando analizamos si disminuia el mMRNA del
gen ced-9 mediante RT-PCR, encontramos que este mRNA aumento
considerablemente (Figura 8). Este resultado es muy extrafio ya que
veiamos que los animales RNAI en ced-9 tenian el fenotipo de aumento
de apoptosis de las células germinales que anteriormente se ha reportado
para la ausencia de este gen [86]. Con el objetivo de entender este
fendmeno, analizamos el experimento.

39 MATERIALES Y METODOS



N2 tiar-1(tm361)

A

PV(RNAI)
ced-9(RNAI)
PV(RNAI)
ced-9(RNAI)

Regidn para clonar
y hacer RNAI
MRNA de ced-9 B
d-9 / \
N ‘ I IAAAAA 1 1753 1 1134
= - X ced-9 | WS — C
Oligonucleétidos B Oligonucledtidos A 1 045 1 053
18S

Figura 8| Eficiencia del RNAI en ced-9. Para realizar el RT-PCR semicuantitativo,
animales de la cepa N2 y tiar-1(tm361) fueron alimentados con bacteria PV(RNAI) y ced-
9(RNAI). Después de cada condicion, se extrajo RNA, se sintetizd cONAy se realizo el
PCR. (A) Posicion esquematica de los oligonucle6tidos utilizados. (B) PCR de ced-9 con los
oligonucledtidos A. (C) PCR de ced-9 con los oligonucle6tidos B. Los nimeros de debajo de
cada panel indican los niveles de expresion. El panel inferior corresponde al control de carga
del gel en donde se utilizo el gen 18S. PV= plasmido vacio.

Para poder hacer RNAi en el mRNA de ced-9, se clono un fragmento
del mRNA en el vector PD129.36 (Figura 8 A). Alimentamos a los
animales de las cepas N2 y tiar-1(tm61) con las baterias que tenian
este plasmido [ced-9(RNAI)] y como control usamos el plasmido vacio
[PV(RNAI)]. Se extrajo RNA de cada cepay se hizo cDNA. Inicialmente
analizamos los niveles del mMRNA de ced-9 mediante RT-PCR con
los oligonucledtidos que se utilizaron para clonarlo (Figura 8 A), y
encontramos que su expresion aumentd en los animales ced-9(RNAI)
tanto para la cepa N2 como para tiar-1(tm361) (Figura 8 B). Después,
analizamos la disminucion del mRNA de las mismas muestras con
otros oligonucleotidos (Figura 8 A), donde uno de ellos se encontraban
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fuera de la region clonada, y observamos entonces que si disminuyo la
expresion del mMRNA de ced-9 (Figura 8 C). Los resultados anteriores
sugieren que, particularmente, aumento la expresion de la region con la
cual se hizo RNAI. Aunque aln desconocemos porqué esta ocurriendo
este fendmeno, resulta interesante estudiarlo ya que tiene un impacto
para muchos grupos de investigacion puesto el RNAI es una técnica
ampliamente usada.

4.3 CONTEO DE CUERPOS APOPTOTICOS

Existen diferentes técnicas para visualizar los cuerpos apoptoticos
[87]. En este trabajo se utilizaron tres: microscopia Nomarski, tincion
con anaranjado de acridina y fluorescencia de la construccién ced-
1::gfp (Figura 9). La cepa MD701 tiene fusionada la proteina verde
fluorescente (GFP) con CED-1 (P, _ced-1::gfp). Esta construccion
permite visualizar los cuerpos apoptoticos mediante la fluorescencia de
la membrana de las células de la vaina que estan fagocitandolos (Figura
9 A) [65]. Para contar los cuerpos apoptéticos mediante la tincion con
anaranjado de acridina [88], los animales se incubaron en la oscuridad
en 200 ml de M9 1X con 100 uM de anaranjado de acridina; después,
fueron recuperados por 1 h (Figura 9 B). En vista de que los cuerpos
apoptoticos son refractiles a la luz también se utilizé la microscopia
de tipo Nomarski para observarlos (Figura 9 C) [57]. Para la cepa ced-
1::gfp y la tincion con anaranjado de acridina el conteo de cuerpos
apoptoéticos se realizd por microscopia de fluorescencia.
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ced-1::gfp Anaranjado de acridina Nomarski

Figura 9] Métodos utilizados en esta tesis para detectar la apoptosis en la gdbnada de C.
elegans. (A) La construccion ced-1::gfp se expresa en las células de la vaina de la gonada (Figura
2), las cuales se encargan de fagocitar los cuerpos apoptéticos. (B) El anaranjado de acridina

se permeabiliza en las células apoptoticas debido a que el pH disminuye en éstas células y se
intercala en el DNA de doble cadena. (C) Mediante microscopia Nomarski pueden contarse los
cuerpos apoptéticos ya que son refractiles. Las flechas sefialan cuerpos apoptoticos. d= distal, p=
proximal.

El montaje de los nematodos para su analisis en el microscopio
inicio colocando un portaobjetos en medio de otros dos que habian sido
cubiertos con tres capas de cinta adhesiva sobre una de sus caras. En el
portaobjetos que quedo en medio se depositd una gota de agarosa al 2%
previamente disuelta en agua mediante microondas. Sobre la gota se
coloco otro portaobjetos transversalmente de tal forma que la agarosa
quedara aplanada. Cuando la agarosa ya estaba solidificada se retiro el
portaobjetos de arriba. A la agarosa se le agregaron 15 pl de azida de
sodio (NaN,) 40 mM como anestésico. Los animales destinados a ser
analizados se colocaron en la gota de azida de sodio y un cubreobjetos
encima.

Cuerpos apoptéticos  ¢2



4.4 CONDICIONES DE ESTRES

Las condiciones de estrés utilizadas en esta tesis fueron cinco: estrés
oxidativo, estrés osmotico, choque de calor, ayuno y radicacion UV
[64, 89]. Los tratamientos de estrés osmotico y oxidativo se realizaron
en medio M9 1X que contenia 10 mM de NaCl (estrés osmético) o
10 mM de paraquat (metil viologeno dicloridrico dihidratado -estrés
oxidativo-); despues de esta incubacion, los animales se recuperaron
por 1 h. Para inducir estrés por choque de calor, las cajas con animales
y alimento se sellaron con parafilm y se colocaron en un bafio de agua
durante 3 h a 31°C, posteriormente se recuperaron por 4.5 h. Para las
condiciones de ayuno, los animales fueron transferidos a cajas sin
comida (bacterias) e incubados por 6 h. Para inducir dafio al DNA, los
animales se irradiaron con 0.1 Joules de rayos UV en el entrecruzador
(Stratalinker) modelo 1800 y recuperados por 3.5 h.

Cuando se indujo el ayuno en presencia de los reactivos
cicloheximida o puromicina, las condiciones fueron distintas. Los
animales fueron transferidos al medio liquido S (ver seccién 4.1) sin
comida e incubados por 4 h con 10 mM de cicloheximida o 10 mM
de puromicina. Es este caso, los animales control fueron incubados en
medio S con comida y sin reactivo.

45 EXTRACCION DE RNA TOTAL

Los animales se colectaron con medio M9 1Xy se hicieron lavados para
eliminar el exceso de bacterias. Después, las muestras se centrifugaron
y se dejo solo la pastilla de animales quitando la mayor cantidad de M9
1X. A los animales se les agregd 1 ml del reactivo TRIzol (Invitrogen)
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y se transfirieron a 2 tubos eppendorf de 1.5 ml (500 ul por cada tubo).
Los tubos se congelaron en nitrégeno liquido (N,) y se guardaron a
-70°C. Para extraer el RNA, a un mortero se le agregé N, para enfriar
el recipiente, una vez que se consumi6 el N, se agregé la mezcla de
animales/TRIzol y mas N, liquido. La muestra congelada se molid
hasta que la pasta que se formé debido al descenso de la temperatura
estuviera en fase liquida. Una vez que la muestra se volvia liquida, se
le agregd mas N, liquido para volverla a congelar, esta operacion se
repitio tres veces. Despueés, la mezcla se repartié igualmente en dos
tubos eppendorf de 1.5 ml y se incub0 a temperatura ambiente durante
5 minutos.

A cada eppendorf se le agregaron 100 ul de cloroformo y se agito
15 segundos en el vortex, posteriormente se incub0 a temperatura
ambiente por 3 minutos. Después de la incubacion, las muestras se
centrifugaron a 4°C a 13400 rpm durante 15 minutos. Al término de la
centrifugacion se observaron 3 fases, se extrajo la fase superior (en la
fase superior es donde se encuentra el RNA) y se colocé en otro tubo
nuevo previamente etiquetado. A cada tubo se le agregaron 250 ul de
isopropanol, se mezclo con el vortex y se incubo durante 10 minutos
a temperatura ambiente. Las muestras se volvieron a centrifugar a
13400 rpm durante 10 minutos a 4°C, decantando el sobrenadante y se
afiadieron 500 pl de etanol al 75%. Se centrifugo a 8500 rpm durante 5
minutos a 4°C. El etanol se decantd y para asegurarse que no quedara
etanol se extrajo con una micropipeta. Los tubos se dejaron secar a
temperatura ambiente abiertos durante 5-10 minutos. A cada tubo se le
adicionaron 30 ul de agua tratada con DEPC. Para disolver la pastilla
de RNA se mezclo con el vortex e incub6 a 60°C durante 10 minutos.
Posteriormente, cada muestra se cuantifico.
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4,6 MICROARREGLO

RNA total extraido de animales que fueron sometidos al ayuno por 6
horas y su respectivo control, se envio a la Unidad de Microarreglos del
Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. El ensayo de microarreglos
fue hecho por técnicos de esta unidad. La tecnologia de microarreglos
se basa en la capacidad de hibridacion del DNA de genes especificos
inmovilizados en una placa con cadenas de cDNA de la muestra marcado
con un cromogeno.

Con el DNA obtenido de una biblioteca genémica (colecciones en
partes o completas de los genes de un organismo, obtenidas comdnmente
mediante la técnica de PCR), se generan microplacas que pueden ser
de dos tipos: membranas de materiales como nitrocelulosa o nylon y
laminillas de vidrio o epoxico [90]. Los oligonucleotidos utilizados
durante la sintesis de DNA para las microplacas fueron donados al
laboratorio por la Dra. Valerie Reinke (Universidad de Yale, E. U.).
Estos oligonucleotidos pertenecen a genes que solo se expresan en
ovocitos y a genes intrinsecos de la gonada (genes gque se expresan en
células germinales independientemente de que vayan a ser ovocitos o
espermatozoides), 258 y 508 respectivamente [91].

El RNA obtenido de animales expuestos al ayuno y su control,
se utilizé para sintetizar cDNA de cadena sencilla con una molécula
fluorescente (como puede ser Cy3-rojo-y Cy5 -verde-). La hibridizacién
de los microarreglos consiste en aplicar el cDNA marcado sobre la
laminilla y cubrirla con un cubreobjetos para permitir que la solucion
cubra todo el microarreglo. Después de la hibridizacion, las laminillas
se lavan y se secan centrifugandolas [90].

La Unidad de Microarreglos utiliza lectores confocales para leer
las laminillas. En estos lectores se hace una reconstruccion de la imagen
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utilizando los principios de la microscopia confocal que consiste en
la utilizacion de fotomultiplicadores para registrar la sefial. Se utiliza
un laser para excitar las moléculas fluorescentes unidas al cDNA
y poder obtener una imagen de cada una de las muestras contenidas
en el microarreglo. Este procedimiento se hace por cada uno de los
fluoroforos obteniéndose dos imagenes, una parael fluoréforo Cy3 (rojo)
y una para el Cy5 (verde). En los microarreglos se colocan controles
0 marcadores que se utilizan para ajustar la sefial de fluorescencia
para ambos fluoroforos. Una vez obtenidas las imagenes, se pueden
combinar para obtener un aspecto visual del microarreglo, en el cual
se pueden observar puntos amarillos, verdes, rojos y un sin numero de

tonalidades entre el verde y el rojo. Si, por ejemplo, para un experimento
se marco la muestra experimental en rojo y el control en verde, todos
aguellos puntos gue se ven rojos o tonalidades anaranjadas, pueden ser
interpretados como genes que aumentaron su expresion. Los puntos
verdes o tonalidades entre el amarillo y el verde seran aquellos genes
que disminuyeron su expresion. Y finalmente los puntos amarillos
representan a los genes que en ambas condiciones se expresan de igual
forma [90].

Para la obtencion de los valores cuantitativos de cada una de las
sefales de fluorescencia contenidas en el microarreglo, se requiere de
un programa (Pro Analyzer) que analice las imagenes. La interpretacion
de los resultados obtenidos del estudio de las imagenes requiere de un
analisis estadistico (Gen Arise Microarray) que discrimine entre los
miles de datos que se obtienen. El anélisis de los datos del microarreglo
lo realizo el Dr. Jorge Ramirez Salcedo, encargado de la Unidad de
Microarreglos.

Microarreglo 46



4.7 ANALISIS DE LA MUTACION tm361 Y CLONACION DE
LADELECION ok144

Aungue los animales mutantes tiar-1(tm361) tienen una delecion
gendémica de 579 pb entre las posiciones 512 y 1090, se analizo si
éstos expresaban un transcrito. Mediante RT-PCR se encontrd que los
animales tiar-1(tm361) expresaban un transcrito de 1054 pb (Figura 10
A). Este trascrito se clono en el vector TOPO (Invitrogen) y se mando
a secuenciar completo. Encontramos que el transcrito no esta en marco
de lectura ya que pierde 232 pb del ORF original entre las posiciones
242 y 475. Analizamos informaticamente si este transcrito codificaba
para una posible proteina truncada, pero no fue el caso. Los resultados
anteriores sugieren que aunque los animales tiar-1(tm361) generan un
transcrito, éste no llega a generar una proteina truncada; por lo tanto,
consideramos a la delecion tm361 como nula.

Tanto la delecion tm361 como tm2923 estaban anotadas en
la base de datos de C. elegans; sin embargo, la delecion okl144
no estaba descrita, solo se mencionaba el tamafio de la delecion y
los oligonucleotidos que se utilizan para amplificarla. Debido a lo
anterior, decidimos amplificar la delecion con los oligonucleotidos
mencionados en la base de datos a partir de DNA gendmico que se
extrajo de manera estandar por fenol-cloroformo de animales tiar-
3(ok144) (Figura 10 B). Después, esta amplificacion se cloné en el
vector TOPO (Invitrogen) y se secuencio por completo. Encontramos
una delecion de 1521 pb entre las posiciones 1554 y 3074. Los
oligonucleotidos usados para clonar la delecion ok144 fueron: externos,
5-CACACATCGGTCTTCCACAC-3’y 5’-AATGAAACACCGGAA
ACTCG-3’; internos, 5’-TGCAATTGTGTTGCAGGAAT-3’ y 5’-AA
AAGAGTGGCTGGCTCGTA-3".
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Figura 10| Expresion del mRNA de tiar-1 en animales tiar-1(tm361) y delecion ok144
en animales tiar-3(ok144). (A) Para realizar el RT-PCR, se extrajo RNA total de animales
de la cepa N2 y tiar-1(tm361), se sintetiz6 cDNA'y se realiz6 el PCR con oligonucledtidos

del coddn de inicio al codén de paro. (B) Se extrajo DNA genémico de la cepa tiar-
3(0k144) y se hizo un PCR con los oligonucleotidos mencionados en la base de datos de C.
elegans para conocer exactamente la delecién. En ambos caso, los fragmentos amplificados
se clonaron en el vector TOPO (Invitrogen) y se mandaron a secuenciar.

4.8 ESTUDIOS DE FENOTIPO

Para estudiar los defectos en la linea germinal de los animales tiar-
1(tm361), se montaron animales de un dia de adultos y fueron
observados en microscopia Nomarski. Cuando analizamos el fenotipo a
25°C, pusimos larvas L1 a esta temperatura debido a que los animales
tiar-1(tm361) son estériles a esta temperatura.

Los estudios de fertilidad se hicieron colocando de manera
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individual hermafroditas L4 en cajas chicas, y éstos fueron transferidos
cada 24 h a cajas nuevas por tres dias (25°C) o cuatro dias (20°C). 24 h
después de haber movido a los animales, se analizaron las cajas en busca
de embriones; los embriones que encontramos se consideraron muertos
debido a que no eclosionaron en ese tiempo. 48 h después de haber
movido a los animales, se analizaron las cajas y se contaron las larvas
(hijos). La cepa N2 fue usada como control. Para obtener mas machos
usamos la cepa him-8(e1489), la cual produce aproximadamente un 30%
de machos [2]. Estos animales los cruzamos con la capa tiar-1(tm361) y
probamos la fertilidad de los machos mediante cruzas con los animales
fog-2(q71), los cuales solo producen ovocitos [92]. De estas cruzas se
conto la progenie y letalidad embrionaria como se mencion0 antes.
Para contar el nimero de hijos después del estrés, expusimos
animales de un dia de adultos de las cepas N2 y tiar-1(tm361) a las
condiciones de estrés mencionadas anteriormente. Despues, se
recuperaron los animales poniéndolos en cajas individuales y dejandolos
toda la noche para que tuvieran hijos. Al dia siguiente, se analizaron las
cajas de manera individual y se conto el nimero de hijos que tuvieron.

4,9 NORTHERN BLOT

Para realizar el Northern blot, el RNA total de las muestras en estudio
se separd en un gel desnaturalizante; 50 ml del gel contiene 0.5 g de
agarosa, 36.1 ml de H,O tratada con DEPC, 8.9 ml de formaldehido al
37% y 5 ml de MOPS 10X. La solucién de MOPS 10X se prepar0 con
3.3 ml de acetato de sodio 3 M pH 5.2, 10 ml de EDTA0.5M pH 8y
20.93 g de MOPS, esto se afora a 500 ml con H,O DEPC y se ajusto el
pH a 7 con NaOH 5N. En primer orden se afiadio al agua la agarosa y se
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fundié en el microondas. Cuando la temperatura descendié se incorporo
el formaldehido y MOPS en la campana de extraccion

Una vez solidificado el gel, se vacio el buffer de MOPS 1X justo al
borde superior del gel, los pozos se llenaron con el mismo amortiguador
utilizando una pipeta pasteur. A cada muestra se le agrego 3 ul de MOPS
10X, 15 ul de formamida, 5.4 ul de formaldehido al 37%, 3.5 ul de
buffer de carga para RNA, 2 ul de bromuro de etidio y se aforé a 30 pl
con H,O DEPC. Antes de cargar la muestra, el RNA se desnaturalizd
incubando los tubos durante 15 minutos a 68°C y posteriormente se
pusieron en hielo por 2 minutos. Debido a que el gel no estaba sumergido

en el amortiguador, cuando las muestras migraron alrededor de 2 cm se
apago la fuente de poder y los pozos se llenaron nuevamente con el
amortiguador de electroforesis.

Para transferir las muestras del gel a la membrana, se cortaron 8
trozos correspondientes al tamafio del gel y 2 tiras de 50 cm de largo de
papel para cromatografia Whatman con el mismo ancho del gel, ademas
de un pedazo de membrana de nylon ligeramente mas grande que el area
del gel. En un refractario de vidrio se coloco la solucién de transferencia
SSC 20X (un litro contiene 175.3 g de NaCl y 88.2 g de citrato de
sodio). Sobre el refractario se monto un vidrio a lo largo del refractario
(el vidrio debe de ser mas angosto que el ancho del refractario). Las
tiras de papel Whatman se sumergieron por completo en la solucion
de transferencia formando un puente alrededor del vidrio. El gel se
puso invertido sobre el papel de tal forma que los pozos estaban hacia
abajo. Se colocaron tiras de parafilm del largo del refractario al borde
de los cuatro lados de la membrana de nylon que sobresalen del gel sin
que éstas se sobrepongan con el gel. Dos pedazos de papel Whatman
se humedecieron con SSC 20X y se pusieron encima de la membrana
de nylon, encima de estos se colocaron los otros 6 cuadros de papel
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Whatman secos. Posteriormente se coloco encima un paquete de toallas
absorbentes, después un vidrio de un area considerable para colocar
sobre €l un libro. Las toallas absorben la solucion de transferencia, lo
gue permite que el flujo sea unidireccional del refractario de vidrio a las
toallas transfiriendo el RNA hacia la membrana. Esta transferencia se
dejo toda la noche y al dia siguiente el RNA se fijo a la membrana con
un entrecruzador (Stratalinker) de luz ultravioleta a 1400 Joules.

Para la elaboracion de la sonda radiactiva se extrajo el gen en
estudio del plasmido donde estaba inserto usando los kits Plasmid Midi
y Qiaex Il Agarose Gel Extraction Protocol (QIAGEN) y se sintetizo
usando el kit Random Primers DNA Labeling System (Invitrogen).
Se colocaron 5 ul del DNA de cada gen en un tubo eppendorf y se
agregaron 13 ul de H,O Milli-Q estéril. En otro tubo se pusieron 100
ul de DNA de salmon, ambos tubos se hirvieron durante 5 minutos y
despues se pusieron en hielo por 2 minutos. Al tubo con el inserté se le
agregaron 2 ul de dATP, 2 ul de dTTPy 2 ul de dGTP ademas de 15 pl
de oligonucledtidos al azar (Random Primers). Al final, se adicionaron
5 ul del nucledtido radiactivo a-dCTP (Amersham, R. U.) y 1 ul de la
enzima DNA polimerasa Il1 (Klenow Fragment). Para que se sintetice

la sonda, la reaccion se dejé por 1 hora a temperatura ambiente y dentro
de un contenedor de plomo especial para radioactividad.

La membrana se prehibrido en un tubo con tapa manteniendo la
orientacion del RNA hacia adentro. Al tubo se le agregaron 10 ml de
la solucidn de hibridacion previamente calentada a 60°C y los 100 pl
de DNA de salmén que se hirvieron. El frasco con la membrana se
preincubd a 65°C durante 1 hora en un rotor a 9-11 rpm. La solucion
de hibridacion se prepard de la siguiente forma: 15 ml de solucién
Denhardt’s, 75 ml de SSC 20X, 150 ml de la solucion de fosfatos 0.1 M
pH 6.5y 6 ml de SDS, aforando a 300 ml con agua Milli-Q estéril. La
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solucion Denhardt’s esta compuesta de 2 g de ficoll, 2g de PVPy 2 g
de BSA, se aforo a 100 ml y se esterilizé por filtracion. La solucion de
fosfatos 0.1 M pH 6.5 se elaboro con 25.5 ml de Na,HPO, 1 My 74.5
ml de NaH_PO, 1 M, estos 100 ml se llevaron a 1000 ml (0.1 M) y se
esterilizo por filtracion. Por altimo, la solucion SDS se elaboré con 5
g de SDS aforando a 50 ml con agua tratada con DEPC y esterilizando
por filtracion.

Cuando la reaccion de la sonda termind, se agregaron 5 ul del Stop
Buffer y se eliminaron los nucle6tidos de la sonda no incorporados
usando las columnas de Sephadex G-50 DNA Grade F (General
Electric). La mezcla se coloco al centro de la columna y se centrifugd
por 2 minutos a 0.7 rcf dentro de un tubo eppendorf. La muestra de
DNA marcado radioactivamente se hirvio durante 5 minutos y después
se puso en hielo por 2 minutos mas. La sonda se afiadio al frasco con la
membrana y se incub0 toda la noche a 65°C en rotacion.

Cuando el periodo de incubacién con la sonda radiactiva finalizo,
la membrana se lavo con las siguientes soluciones: 1) 20 ml de SSC
20X, 2 ml de SDS 10X y 178 ml de agua Milli-Q; y 2) 5 ml de SSC
20X, 2 ml de SDS 10X y 193 ml de agua Milli-Q. La sonda radiactiva,
el DNA de salmén y la solucién de hibridacion se recuperaron en un
tubo falcon de 50 ml que se guardd en un contenedor para radiactividad
a -20°C. La membrana se lavo afiadiendo 15 ml de la primera solucién
de lavado (precalentada a 60°C) girando el frasco, después se desecha
la solucion. Al final se incorporé el resto de la solucion de lavado y
se incubd por 30 minutos a 65°C en rotacion. La misma operacion se
realizo con la segunda solucién de lavado y se desecho.

La membrana se recuperd y envolvié en plastico autoadherente

para evitar que se secara. La membrana se expuso durante un dia en
la pantalla amplificadora de Amersham Biosciences. Para detectar la
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marca, la pantalla se escaned en el lector marca Storm 840 de Molecular
Dynamics. La membrana también se expuso de uno a tres dias a un
film para rayos X dentro de un cassette de Spectroline a -70°C. El film
se reveld en un cuarto oscuro sumergiéndolo primero en el revelador
Kodak, después en agua y al final en fijador.

4,10 PRODUCCION Y PURIFICACION DEL ANTICUERPO
CONTRATIAR-1'Y WESTERN BLOT

La produccion del anticuerpo contra TIAR-1 se hizo a través del uso de
un peptido sintético. Para obtener la secuencia del peptido se analizo la
secuencia total de la proteina TIAR-1 y de sus dos homodlogos TIAR-
2 y TIAR-3 ya que el parecido entre estas tres proteinas es alto. En
resumen, la apropiada seleccion de la secuencia del péptido consistio
en seleccionar areas ricas en 2-3 aminoacidos cargados (e.i. K, R, H, D
0 E). Dentro de estas secuencias, se seleccionaron subsecuecias ricas
en S, T, N. Q, P o Y. Finalmente, se calculd la hidrofobicidad de toda
la proteina y se analizd que las secuencias seleccionadas estuviesen
dentro de las zonas mas hidrofilicas para asegurar la exposicion del
epitope de la proteina nativa hacia el anticuerpo. También se analizo
que la secuencia del péptido seleccionado para TIAR-1 no estuviera
conservada en TIAR-2 y TIAR-3. La secuencia del péptido usada fue
QEKPSHYNEKSYDE, ubicada entre los aminoacidos 218-231. Esta
secuencia se mando a Sigma, y la empresa se encargo de sintetizar el
péptido y de inmunizar y sangrar a los conejos.

La purificacion por afinidad del anticuerpo se hizo utilizando el
protocolo para el reactivo SulfoLink® Coupling Gel de PIERCE. La
purificacion por afinidad consiste primero en acoplar el péptido a la
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resina en una columna y en segundo lugar pasar los sangrados a través
de la resina para que el anticuerpo se acople al péptido. Finalmente, el
anticuerpo se eluye y se almacena.

La preparacion de la columna (PIERCE) se hizo insertando un filtro
hasta la parte inferior; después, se agregd 2 ml de la resina SulfoLink®.
La columna se equilibro con 4-6 volimenes de coupling buffer (50 mM
de Tris y 5 mM de EDTA-Na pH 8.5). Para acoplar el péptido a la
resina, primero se disolvieron 4 mg del péptido en 2 ml de coupling
buffer, posteriormente se agrego el péptido a la columna para que se
acoplara a la resina. La columna se tap6 por sus dos extremos y se agito
a temperatura ambiente por 15 minutos. Después de la agitacion, la
columna se drend vy se lavo 3 veces con 2 ml de coupling buffer.

Para bloquear las cargas no especificas se agregé 2 ml de quenching
reagent (50 mM de L-cisteina preparada recientemente) y se agité por
15 minutos a temperatura ambiente. Después, la columna se incubo
verticalmente por 30 minutos a temperatura ambiente. Para realizar los
lavados de la columna, ésta se drend y se coloco un filtro en la parte
superior de la resina con cuidado de no compactarla. Posteriormente se

hacen lavados con 10-12 volimenes de wash solution (1 M de NaCl).
Después de este paso, la columna se puede almacenar verticalmente a
4°C o continuar con la purificacion. La columna se lavo una vez con
6 ml de binding/wash buffer (PBS 1X) y se aplic6 1 ml del sangrado
obtenido del conejo. Se agrego 200 ul de binding/wash buffer y la
columna se incubd verticalmente por 1 h a temperatura ambiente para
permitir la union del anticuerpo al péptido. Después de la incubacion,
la columna se lavo con 16 ml de binding/wash buffer.

Para eluir el anticuerpo se agregd 8 ml de elution buffer (100 mM
de glicina pH 2.5-3). Cada 1 ml del eluido se colecto en tubos eppendorf,
el anticuerpo normalmente se obtiene del tubo 1-4. Las muestras se
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neutralizaron agregando 50 pul de 1 M de Na,HPO,. Se cuantifico la
proteina por la técnica de Bradfort usando 10 ul de cada muestra. La
columna con el péptido acoplado se puede reusar hasta 10 veces, para
ello inmediatamente después de colectar el anticuerpo se lava con 16
ml de binding/wash buffer. Después, se agrego 2 ml de binding/wash
que contenia 0.05% de azida de sodio. La columna se tap0 y se guardo
verticalmente a 4°C.

Para realizar el Western blot, brevemente, 100 animales adultos
de un dia se colectaron en 9 ul de PBS 1X, 2.4 ul de buffer de carga
6X y 2.4 ul de DTT 1M. Posteriormente, las muestras incubaron 5
minutos a 95°C para extraer las proteinas. Las muestras se cargaron en
un gel estandar de poliacrilamida al 10%; subsecuentemente el gel fue
transferido a una membrana Immobilon-P PVDF (Millipore) mediante
procedimientos estandares. Los anticuerpos primarios utilizados para
incubar las membranas fueron: TIAR-1 (1:500), CED-9 (1:500) y
a-tubulina (1:1000). Como anticuerpos secundarios se usaron anti-
conejo (1:1000) y anti-ratén (1:1000) acoplados a HRP. El kit Super
Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce) se uso para
detectar la sefal del anticuerpo secundario.

4.11 INMUNOTINCIONES

Para realizar las inmunotinciones de animales completos se usé
el protocolo de Finney y Ruvkun [93]. Brevemente, los animales
completos se fijaron con la solucién Ruvkun (80 mM de KCI, 20
mM de NaCl, 10 mM de EGTA, 5 mM de espermidina, 15 mM de
PIPES, metanol al 25% y paraformaldehido al 1%), posteriormente se
congelaron lentamente en un bafio de etanol y hielo seco. Las muestras

55 MATERIALESY METODOS



fueron tratadas con 1% de B-mercaptoetanol seguida con 10 mM de
DTT vy finalmente 0.3% de peroxido de hidrogeno. La concentracion
que se uso para el anticuerpo de TIAR-1 fue de 1:100 y 1 ng nul* de
DAPI. Como anticuerpo secundario se uso un anti-conejo (1:100) Alexa
Fluor 488 (Molecular Probes). Las muestras fueron montadas en medio
vectashield (Vector Laboratories) para analizarlas.

Para hacer inmunotinciones de gonadas y embriones, éstos fueron
diseccionados, colocados sobre placas de polilisina y congelados en
nitrogeno liquido. Posteriormente, las muestras fueron sumergidas en
metanol a -20°C por un minuto; después, se lavaron con PBT dos veces.
Las muestras fueron fijadas en una solucién que contenia PBS 1X, 3.7%
de paraformaldehido, 80 mM de HEPES, 1.6 mM de MgSO4 y 0.8 mM
de EGTA por 30 minutos a temperatura ambiente. Las placas se lavaron
una vez méas con PBT por 10 minutos y se incubaron con el anticuerpo
primario en una cdmara himeda durante toda la noche a 4°C: TIAR-
1(1:100), CGH-1(1:25), PGL-1(1:10000) y RME-2 (1:100). Como
anticuerpos secundarios se usé un anti-conejo (1:100) Alexa Fluor 488
(Molecular Probes) y un anti-rata (1:100) (Jackson ImmunoResearch
Laboratories). Las muestras fueron montadas en medio vectashield
(Vector Laboratories) para analizarlas.

4.12 RT-PCR

Con el RNA total extraido se sintetizo el cDNA usando el protocolo
para la enzima retrotranscriptasa de Promega. 1 ug de muestra de RNA
junto con 1 pl de oligonucleétido dT se aforaron a 5 ul, incubaron
5 minutos a 70°C y posteriormente se pusieron en hielo por otros 5
minutos. 15 ul del mix de transcripcion reversa (4 ul de ImProm-11 5X
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reaction buffer, 2.4 pl de MgCl, 25 mM, 1 ul de dNTPs 10 mM, 1 ul
de la enzima ImProm-Il y se afor6 a 15 ul) se agregaron a la muestra
anterior y se incubaron en el termociclador con el programa estandar
para la sintesis de cDNA.

Los oligonucleotidos utilizados para los RT-PCR de los articulos
estan anotados en ellos y los usados en los resultados de esta tesis
fueron: ced-4C y L (5’-TTCGAGAGTATCACGTGGATCGAG-3’
y 5’- TACAACTGACGTGACATGCTCCAC-3’), ced-3 (5’-GAG
CAAGATCTCGTTCTCGATCG-3’ y 5’-GTCGAAAACACGGCTTA
TGGTTG-3’), act-4  (5’-ATGTGTGACGACGAGGTTGCC-3’
y  5-CTGGAAGAGAGCCTCTGGGC-3°) 'y  csp-2  (5-
ATCAGGGACTTCTTTATGGTGTAGATG-3'y 5’-CTAGACGTCGA
AGAATAGTTGTTTTGTG-3’).

4.13 CONSTRUCCIONES

Las construcciones de los transgenes que se generaron se hicieron
usando la tecnologia MultiSite Gateway® (Invitrogen) que se basa en
la especificidad de recombinacion del DNA. Esta metodologia consiste
en generar 3 plasmidos que se conocen como de entrada. El primer
plasmido de entrada se llama 5’ ()(DONRP4-P1R), el segundo plasmido
tiene la secuencia intermedia (pDONRP201/221) y el tercer plasmido
se llama 3’ (pDONRP2R-P3). El objetivo de tener 3 plasmidos es poder
fragmentar el gen que se quiere generar y poder fusionarle una proteina
fluorescente como la GFP. Cada uno de los plasmidos de entrada se
genera mediante recombinacion homologa. Primero se realiza el PCR
del fragmento que se quiere clonar con los extremos marcados con
las secuencias de recombinacion compatibles con las secuencias del
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plasmido de entrada. Con los tres plasmidos de entrada listos se hace una
segunda recombinacion junto con otro plasmido en donde se insertara
cada region del transgene (pCG150 para la biobalistica o pCFJ151
para la insercidbn monocopia y/o biobalistica). Esta recombinacion
genera el plasmido con las tres regiones y se denomina plasmido de
expresion. El plasmido de expresion contiene la secuencia del gen de
interés fusionado a la GFP y ademas contiene el gen de rescate unc-
119. Los animales mutantes en el gen unc-119 casi no se mueven y
no pueden generar larvas “dauer” (Figura 1). Al insertar el plasmido
de expresion en el nematodo, los animales se mueven normalmente y
forman “dauer”; esto permite identificar facilmente aquellos animales
en los que se insertd el plasmido de expresion.

Los oligonucledtidos utilizados para generar los transgenes de los
articulos estan anotados en ellos y los usados para clonar el ORF y el 3’
UTR de csp-2B en el plasmido 3’ (pDONRP2R-P3) fueron 5’-GGGG
ACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGCCATGATGTGTGAGGACGCA
TCAGATG-3" y 5-GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGACA
AATAAAACACTTTATTGACTAG-3’.

4.14 BIOBALISTICA

La biobalistica consiste en dispararles a los animales perlas de oro,
las cuales llevan en su superficie el transgene de interés y un gen de
seleccion (unc-119). Esta técnica permite que el plasmido se inserte en
el genoma (aunque desconocemos en que region lo hace) o que quede
como arreglo extracromosomal. Todo el procedimiento se realiz6 lo mas
estéril posible ya que el protocolo dura varios dias y las cajas pueden
contaminarse muy facilmente.
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Para obtener los animales para la biobalistica, se colectaron 4 cajas
grandes de NGM de larvas L1 unc-119 que se quedaron sin comida
a 20°C. Estas larvas se distribuyeron equitativamente en 6 cajas de
huevo y esperamos a que fueran adultos jovenes. Una vez que llegaron
a ser adultos, los animales se colectaron (no es necesario limpiar a los
animales con sacarosa). El pellet de los animales se llevé a 3 ml con
M9 1Xy se repartio en 10 cajas medianas de NGM con comida NA22
repartida en toda la caja (estas cajas pueden no tener comida ya que el
pellet de animales tiene la comida de las cajas de huevo y si no tienen
comida se secan mas rapido). Los 300 ul de gusanos se colocaron justo

en el centro de la caja mediana porque conforme pasa el tiempo la gota
de animales se expande. Durante el tiempo en que se secan las cajas
(~15 minutos) o antes de preferencia, se puede precipitar el plasmido
en las perlas de oro.

Antes de precipitar el plasmido, las perlas se hidrataron primero.
Se pesd 25-50 mg de perlas de oro de 1 micron (Bio-Rad 1652263)
y se colocaron en un tubo eppendorf de baja retencion. Se agrego 1
ml de etanol al 70%, se vortexearon durante 5 minutos y se dejaron a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Las perlas se centrifugaron
5 segundos en la minisping y se elimind el sobrenadante. Se agrego 1
ml de H,O Milli-Q esteéril, se vortexed 1 minuto, se dejé a temperatura
ambiente 1 minuto, se centrifugé y se quitd el sobrenadante; este
lavado con H,O Milli-Q estéril se repitié 3 veces. Al final, las perlas se
resuspendieron en 500 ul de glicerol al 50% esteril. Este stock puede
almacenarse a 4°C y usarse hasta por 3-4 semanas.

Para precipitar el plasmido en las perlas se tomo 100 pl del stock de
perlas hidratadas en un tubo eppendorf de baja retencion (asegurandose
de que estuvieran bien resuspendidas a la hora de tomar los 100 ul).
Mientras el tubo se agitaba en el vortex en el numero 3, se le agregé
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en orden lo siguiente: el plasmido de expresion (13 ug en un volumen
de ~30 ul), 100 pl de CaCl, 2.5 M y 40 ul de espermidina fria 0.1
M. Se continu6 vortexeando la muestra por 2 minutos mas a la misma
velocidad y se dejé atemperatura ambiente durante 1 minuto. La muestra
se centrifugo y se quito el sobrenadante; se le agrego6 280 ul de etanol al
70% y se resuspendio el boton golpeando suavemente el fondo del tubo
con un dedo. La muestra se centrifugd y se quité el sobrenadante; se le
agrego6 280 ul de etanol al 100% vy se resuspendio el botén golpeando
suavemente el fondo del tubo con un dedo. La muestra se centrifugo
y se quito el sobrenadante; se le agregd 100 ul de etanol al 100% y se
resuspendid el botdn golpeando suavemente el fondo del tubo con un
dedo. Esta es la preparacion de DNA que se usé para la biobalistica.
Una vez que teniamos las 10 cajas medianas con 300 pl de animales
unc-119y la preparacién de DNA, se bombardearon los gusanos usando
el equipo BioRad Biolostic PDS-100/He. Previamente, se esterilizo
por autoclave la tapa de retencion, los microcarriers (son los de color
ambar), el microcarrier holder (donde van los microcarriers), las rejillas

y los adaptadores de los microcarriers. Se limpi6 la cdmara con etanol
al 70%. Se abrio la valvula del tanque de helio asegurandose de que
la presion del He sea >2200 psi. Para la biobalistica se pueden utilizar
discos de ruptura de 1500 a 2200 psi. Se prendio la camara y la bomba
de extraccion. Se hizo un disparo de prueba antes de comenzar el
experimento: se introdujo en isopropanol el disco de ruptura; se coloco
en la tapa de retencion, se puso en la camara asegurandose de estar
bien apretada y se cerr0 la puerta; se presion0 vacio hasta 27 In de
Hg y cuando alcanzo los 27 In de Hg se presiono el boton de hold; se
presiono el botdén de fire sosteniéndolo hasta que el disco de ruptura
se rompio; se libero el vacio (posicion de vent), se abri6 la puerta y se
desenrosco la tapa de retencion y tird el disco de ruptura.
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Para bombardear a los animales, se colocaron los microcarriers en
sus adaptadores (solo hay 5 adaptadores asi que se repitio esta operacion
para los 10 disparos). Se vortexed la preparacion de DNA en velocidad
media, inmediatamente se tomaron 10 ul de las perlas y se pusieron
en el centro de cada microcarrier dejando que el etanol se evaporara.
Se colocé la rejilla al fondo del microcarrier holder, después se puso
boca-abajo los microcarriers con el DNA 'y se dispar6: se introdujo en
isopropanol el disco de ruptura; se colocé en la tapa de retencidn, se puso
en la cAmara asegurandose de estar bien apretada y se cerro la puerta;
se presiond vacio hasta 27 In de Hg y cuando alcanzo los 27 In de Hg

se presiono el boton de hold; se presiono el boton de fire sosteniéndolo
hasta que el disco de ruptura se rompid; se libero el vacio (posicién de
vent), se abrio la puerta y se desenrosco la tapa de retencién vy tir6 el
disco de ruptura. Estos pasos se repitieron para cada una de las 10 cajas.

Altermino de losdisparos, se colectaron los animales bombardeados
con M9 1Xy se resuspendieron en un volumen final de 15 ml. Se colocd
0.5 ml de los animales en una caja grande enriquecida con peptona y
comida NA22 repartida en toda la caja (30 cajas en total); los animales
se dejaron crecer a 24°C. Un litro de medio NGM enriquecido con
peptona se prepard de la siguiente manera: 1.2 g de NaCl,, 20 g de
bactotriptona y 25 g de agar bacteriologico fueron aforados a 1 litro y
esterilizados por autoclave; una vez que el medio se enfrié a ~50°C, se
agregaron las siguientes soluciones en condiciones de esterilidad: 1 ml
de colesterol 5 mg/ml, 1 ml de MgSO, 1 M, 25 ml de buffer de fosfatos
de potasio pH 6 (este buffer se prepara mezclando 13.2 ml de K HPO,
1 M con 86.8 ml de KH_PO, 1 M), 1 ml de nistatina 12.35 mg/mly 1 ml
de ampicilina 50 mg/ml. Una vez gelificadas las cajas se le agregd 1 ml
de un cultivo de E. coli NA22 repartiéndola en toda la caja y se dejaron
dos dias para que se secaran. A los 21 dias después de bombardear a los
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animales, se buscaron gusanos con fenotipo silvestre (que se movieran
bien o que hayan formado “dauers”) en las cajas grandes como indicio
de que el plasmido se estaba expresando.

415 INSERCION MONOCOPIA (MosSC)

La insercion monocopia consiste en ingresar mediante microinyeccion
un conjunto de plasmidos que incluyen un plasmido con el transgene
de interés y un gen de seleccién (unc-119). Esta técnica permite que el
plasmido que lleva el transgene se inserte en una region bien definida
del genoma mediante recombinacién homéloga, generando asi una sola
copia del transgen. El resto de los plasmidos con los que se microinyecta
permiten esta recombinacion y sirven como marcadores positivos y
negativos.

El plasmido a microinyectar se gener0 como se menciond
anteriormente (ver apartado de construcciones). El conjunto de
plasmidos que se microinyectd contenia los siguientes componentes:
10-50 ng/ul del plasmido pCFJ151 con transgene y gen de rescate, 50
ng/ul de pCFJ601 (P .transposasa), 10 ng/ul de pMA122 (Phsppeel-l),
10 ng/ul de pGH8 (P, ,mCherry -pan-neuronal-), 2.5 ng/ul de pCFJ90
(P__.mCherry -musculo de la faringe-) y 5 ng/ul de pCFJ104 (Pmyo_
,mCherry -musculo de cuerpo-), si la concentracion final de este mix
no alcanza los 100 ng/ul, se agrega DNA ladder para alcanzar esta
concentracion.

myo-2

Los animales que se inyectaron con este mix son de la cepa
EG6699, los cuales son mutantes en el gen unc-119 y tienen la
secuencia de recombinacién inserta en el cromosoma Il que les permite
recombinar solo con el plasmido pCFJ151. Esta recombinacion se lleva
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a cabo por la transposasa que es codificada por el plasmido pCFJ601.
Los marcadores pMA122, pGH8, pCFJ90 y pCFJ104 nos permitieron
hacer una correcta seleccion de los animales en los que ha ocurrido
la insercion monocopia. Asi, si los plasmidos quedaron en un arreglo
extracromosomal observariamos animales con la faringe o el musculo
que envuelve al cuerpo rojos, y a nosotros nos interesan los animales
que no tienen esta sefial. Para facilitar la obtencion de los animales con
insercion monocopia y no estar montando un gran numero de ellos para
observarlos al microscopio en busca de los que no son rojos de la faringe
0 el musculo, el vector pMA122 ayuda en este proceso. Este plasmido
acarrea una proteina que es letal para los animales bajo un promotor
de choque de calor. Si después de la microinyeccion encontramos
animales silvestres, ponemos a éstos bajo un choque de calor de 2 h
a 34°C; después, esperamos a que se recuperen 4-6 h y buscamos a
los animales que sobrevivieron. Los animales con fenotipo silvestre
que tenian los plasmidos de manera extracromosomal murieron ya que
tenian el plasmido pMA122 (junto con los otros 5 plasmidos), mientras
que los animales silvestres que no murieron no contenian el plasmido

PMA122 y la insercion monocopia se llevé a cabo correctamente.
Los animales de la cepa EG6699 se crecieron a 15°C. Un dia antes
de la microinyeccion seleccionamos a larvas L4 para tener adultos
jovenes. Esta edad es la recomendable para el experimento, ya que
adultos mayores acumulan embriones dentro de ellos y hace mas dificil
tener acceso a la gonada. La microinyeccion se realizo en la gbnada
siguiendo los procedimientos estandares [94] y usando el microscopio
invertido OLYMPUS IX51. Después de microinyectar a los animales
de la cepa EG6699, éstos se pusieron a 24°C para su recuperacion en
cajas chicas NGM con comida (3 animales por placa). Una vez que las
cajas se quedaron sin comida, se buscé animales silvestres que formaron
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“dauers” y se procedié a seleccionar aquellos en los que ocurrio la
insercion monocopia como se menciond anteriormente. Dadas las
caracteristicas de este protocolo se recomienda cruzar a los animales
transgénicos con la cepa silvestre N2 (retrocruzas) por lo menos 3 veces.

4.16 PERFILES POLISOMALES

Para obtener los animales para los perfiles polisomales, se colectaron 8
cajas grandes de NGM de larvas L1 que se quedaron sin comida a 20°C.
Estas larvas se distribuyeron equitativamente en 12 cajas de huevo (ver
seccion 4.1) y esperamos a que fueran adultos. Una vez que llegaron
a ser adultos, los animales se colectaron y se limpiaron por sacarosa,
la mitad de ellos se uso como control y la otra mitad se ayuné por 6 h
en cajas NGM sin comida. Una vez que los animales del control y del
ayuno se colectaron, se centrifugaron por ultima vez y se quit6 todo
el liquido sobrenadante. Con ayuda de una pipeta Pasteur de vidrio se
tomo 0.5 ml del pellet de gusanos (que equivale a 0.5 g) y se gotearon
en N, liquido. Cuando se evaporo el N, liquido, las gotas congeladas se
transfirieron a un tubo falcon de 15 ml y se almacenaron a -70°C.
Para hacer el gradiente se prepararon soluciones al 15, 25, 35,
45y 60% de sacarosa en buffer de gradiente (25 mM de Tris-HCI pH
8.0, 140 mM de NaCl, 10 mM de Mg Cl, 1 mM de DTT y 0.2 mg/ml
cicloheximida). En un tubo de ultracentrifuga (14x95 mm, Beckman) se
colocaron 2.2 ml de cada una de las concentraciones de mayor a menor
y se dejo en posicion horizontal a 4°C durante toda la noche. 0.5 g de
la muestra de animales se homogeniz6 con un mortero, con N, liquido
y con 800 ul de buffer de lisis (25 mM de Tris-HCI pH 8.0, 300 mM de
NaCl, 10 mM de MgCIzy 1 mM de DTT, 0.2 mg/ml de cicloheximida, 1
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mM de EGTA, 200 mg/ml de heparina, 400 U/ul de RNasine, 2.5 mM
de PMSF y 0.5% de Triton X-100). Las muestras homogenizadas se
centrifugaron durante 15 minutos a 13200 rpm a 4°C, se toma la parte
clara del sobrenadante y se colocd en la parte superior del gradiente que
se prepar6d un dia antes. El gradiente se centrifugo a 38000 rpm en el
rotor SW40Ti durante 2 horas a 4°C. Al término de la centrifugacion, se
colectaron fracciones de 1 ml en tubos eppendorf. Las fracciones mas
pesadas se encuentran abajo, mientras que las mas ligeras se encuentran
en la parte superior de los tubos.

Las fracciones fueron divididas en 2 tubos eppendorf (500 ul cada
uno). Para diluir las altas concentraciones de sacarosa se afiadieron 100
ul de H,O DEPC. Se tomo un solo tubo (500 ul) para la extraccion de
RNA. Para extraer el RNA total, a cada una de las muestras se le agrego
25 ul de SDS 10% y 1 ul de Proteinasa K 10 mg/ml y se incubaron
30 minutos a 37°C. Después de la incubacion, a cada muestra se le
agreg6 500 pl de fenol-cloroformo y se vortexeo por 15 segundos. Los
tubos se centrifugaron a 12000 rpm durante 5 minutos. Se recupero la
fraccion superior en un tubo eppendorf nuevo y se repitio la extraccion

agregando nuevamente 500 ul de fenol-cloroformo. A las muestras
se les agregd 70 ul 10 M de LiCl y 47 ul de isopropanol, se mezclo
por inversion y se incubaron 30-60 minutos a -20°C. Los tubos se
centrifugaron a 14000 rpm durante 15 minutos; cuidadosamente se
elimino el sobrenadante y el pellet se lavo con 500 pl de etanol al 70%
frio centrifugandolo a 14000 rpm durante 5 minutos. El pellet se dejo
secar con los tubos abiertos a temperatura ambiente y fue resuspendido
en 30 pl de H,O DEPC. Las muestras se cuantificaron a 260 nm y se
sintetizo el cDNA a partir 2 ug de cada una de ellas, el cual fue utilizado
para los experimentos de PCR.

Los oligonucleotidos utilizados para los RT-PCRs de los perfiles
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polisomales fueron los siguientes:

act-5: 5’-CGCCTCCTCCTCCTCCCTC-3’y
5-GGTAGGTGGTCTCGTGGATTCC-3’;

ced-9: 5’-GGAATTCCCGATATTCGAGAAGAAGCACG-3’y
5-GGGTACCCCTTACTTCAAGCTGAACATCATC-3;
ced-4: 5’-GCCGATGCCTGTTGGAGAAAAA-3’y
5’-CCTATTTCAAGAAGACGCTGCTCG-3’;

ced-3: 5’-GAGCAAGATCTCGTTCTCGATCG-3’y
5-GTCGAAAACACGGCTTATGGTTG-3%; y

csp-2: 5’-ATCAGGGACTTCTTTATGGTGTAGATG-3’y
5’-CTAGACGTCGAAGAATAGTTGTTTTGTG-3".

Para extraer las proteinas de las fracciones polisomales, se usé 500
ul de cada muestra. A la muestra se le agregd TCA para que quedara
en una concentracion final de 12-15% vy se dejo toda la noche a -20°C
para que se precipitaran las proteinas. Al dia siguiente, los tubos se
centrifugaron a 13400 rpm a 4°C y se elimino el sobrenadante. A cada
tubo se le agregé 1 ml de acetona al 100% fria, se vortexearon y se
centrifugaron a 13400 rpm a 4°C durante 10 minutos eliminando el
sobrenadante; este paso se repitio 2 veces mas, el pellet que antes no
era visible ahora lo es. El pellet se resuspendio en PBS 1X, se le agrego
DTT y buffer de carga; posteriormente se las muestras se corrieron en
un gel de Western blot. Si las muestras no se resuspenden se les puede
agregar 1 M de KOH o buffer IEF estandar.

4.17 DIAPAUSA REPRODUCTIVA DEL ADULTO

Para inducir la diapausa reproductiva del adulto se siguio el protocolo
descrito previamente por Angelo y Gilst [5]. Antes de exponer a los
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animales al ayuno, éstos fueron sincronizados. El objetivo de sincronizar
animales consiste en obtener una poblacién homogénea en edad. Para
obtener embriones se usaron 12-15 cajas grandes con nematodos adultos
gue se colectaron con M9 1X en un tubo falcon de 15 ml. El pellet de
animales se llevo a 8 ml y se agregd 1.4 ml de NaOH y 2.6 ml de cloro
comercial. Los tubos se agitaron alternando con la mano y con el vortex
durante 5 minutos, este paso permite lisar a los nematodos y obtener sus
embriones. Después del lisado, los embriones se centrifugaron durante
30 segundos a 4000 rpm y se extrajo el sobrenadante con cuidado de
no remover los embriones. Se hicieron otros 3 lavados con 12 ml de
M9 1X cada uno. Después del ultimo lavado se agregaron 5-10 ml de
M9 1X y los embriones se colocaron en un vaso de precipitado estéril

sellandolo con parafilm. Los embriones se incubaron durante toda la
noche; en este periodo los embriones eclosionan y al no tener comida
detienen su crecimiento en el estadio larvario L1 (Figura 1) [4].

Al dia siguiente, se colocaron 3000-4000 larvas L1 en 10-15 cajas
grandes NGM con comida y se incubaron hasta que llegaron a ser larvas
L4. Cuando los animales llegaron a la mitad del estadio larvario L4, se
colectaron con M9 1X en tubos falcon. Para limpiar los animales de
las bacterias se colocaron los tubos falcon en hielo durante 5 minutos,
esto permite que los animales se sedimenten, y se extrajo el liquido con
bacterias. Esta operacion se repite hasta que el medio se vea transparente.
Una vez que estaban limpios de baterias, los animales se pusieron en
cajas grandes sin comida a una densidad de ~10000 animales por caja.
El medio de estas cajas esta modificado para mantener las mejores
condiciones de los animales y poder inducir la diapausa reproductiva
del adulto. Un litro de este medio contiene: 3 g de NaCl, 25 g de agar,
2.5 g de bactotriptona, 1 ml de CaCl, 1 M, 1 ml de MgSO, 1 M, 25 ml de
buffer de fosfatos de potasio 1 M pH 6 (este buffer se prepara con 2.29
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g de KHPO, y 11.81 g de KH_PO,, se afora a 100 ml y se corrobora el
pH) y 8 mg de colesterol; el medio se esteriliza por autoclave. Toda la
manipulacion de los animales para inducir la diapausa reproductiva del
adulto se hizo bajo condiciones de estricta esterilidad ya que pueden
contaminarse facilmente.

Una vez en ayuno, los animales se incubaron para que pudieran
entrar en la diapausa y se monitorearon. Los animales que ya estaban en
diapausa y quiso recuperarseles, fueron seleccionados uno por uno bajo
el microscopio estereoscopico y no con M9 1X. De esta manera se evita
colectar a aquellos animales L4 que detuvieron su crecimiento y solo se
colectan a los animales que estuvieron en la diapausa reproductiva del
adulto. Los adultos en diapausa se pusieron en cajas con comida NGM
y se siguid su recuperacion.

4,18 MICROSCOPIA, PROCESAMIENTO DE IMAGENES Y
ESTADISTICA

La movilizacion de los animales se realizd bajo el microscopio
estereoscopico Nikon C-DS. Para la microscopia de fluorescencia y
Nomarski se utilizd el microscopio Nikon Eclipse E600, excepto para
la observacion de los animales P i...9fP::Csp-2B que se hizo con el
microscopio Zeiss Axio Imager.M1. Para ambos casos, las fotografias
fueron tomadas con una cdmara AxioCam MRc de ZEISS. Todas las
iméagenes fueron procesadas para mejorar su brillo y contraste usando
en programa ImageJ 1.47g. Para el analisis estadistico se utilizaron los
programas estadisticos R version 2.4.0 y GraphPad Prism version 5.01.
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V' RESULTADOS
v DISCUSION

APARTADO UNO

EL PAPEL DE TIAR-1 EN LA APOPTOSIS
DE LAS CELULAS GERMINALES

CAPITULO 1: ESCRUTINIO PARA IDENTIFICAR GENES QUE PARTICIPAN EN
LAINDUCCION DE LAAPOPTOSIS FISIOLOGICA Y POR AYUNO

En este capitulo se describe los resultados obtenidos del escrutinio para
identificar proteinas importantes para inducir apoptosis de las células
germinales mediante el silenciamiento de 64 genes que cambiaron sus
niveles de expresion durante el ayuno.
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CAPITULO 2: ELHOMOLOGO DE TIA-L/TIAR EN C. ELEGANS, TIAR-1, SE
REQUIERE PARA INDUCIR APOPTOSIS DE LAS CELULAS GERMINALES

En este articulo se describe la expresion y funcion de TIAR-1 en C.
elegans. Analizamos la expresion de la proteina TIAR-1 mediante
anticuerpos y fusiones con la proteina GFP, y encontramos que se
expresa en el citoplasma de las células somaticas y germinales. También
encontramos que los animales mutantes en tiar-1 tienen defectos tanto
somaticos como germinales. Ademas, demostramos que TIAR-1 induce
apoptosis de las células germinales durante diferentes tipos de estrés y
por debajo de CED-9.

CAPITULO 3: MECANISMO DE INDUCCION DE APOPTOSIS DE TIAR-1

Analizamos algunos aspectos de la funcion y expresion de TIAR-1.
Proponemos que la funcién de TIAR-1 en la apoptosis de las células
germinales es a través de la regulacion de los niveles de CSP-2B.
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CAPITULO 4: PARTICIPACION DE TIAR-1 EN LA DIAPAUSA REPRODUCTIVA
DELADULTO

Animales en el estadio larvario L4 pueden entrar a la diapausa
reproductiva del adulto cuando se les priva de comida. Esta detencion
de su crecimiento ocasiona una disminucion en la proliferacion de las
células germinales, lo cual es reversible. Encontramos que TIAR-1 es
Importante para que los animales se recuperen de esta diapausa.

71 RESULTADOS Y DISCUSION



APARTADO DOS

EL PAPEL DE TIAR-1 EN LA FORMACION
DE GRANULOS EN LA GONADA

CAPITULO 5; LAPROTEINA DE UNION A RNA TIAR-1 SE REQUIERE PARA
LAFORMACION DE GRANULOS EN CONDICIONES DE ESTRES EN EL
CENTRO DE LA GONADA DE C. ELEGANS

Encontramos que el ayuno y choque de calor inducen la formacion
de granulos en el centro de la gonada. Demostramos que los granulos
formados durante el ayuno son muy similares a los granulos de estrés
de mamiferos. También observamos que TIAR-1 es esencial para la
formacion de estos granulos.

CAPITULO 6: ALGUNOS ASPECTOS DE LA PARTICIACION DE TIAR-1
DURANTE EL ESTRES

En este capitulo analizamos algunas funciones de TIAR-1 durante
el estrés, particularmente en la formacion de granulos, apoptosis y
fertilidad.
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APARTADO UNO

EL PAPEL DE TIAR-1 EN LA
APOPTOSIS DE LAS CELULAS
GERMINALES



CAPITULO 1

ESCRUTINIO para

pentiricar GENES ouE ,
PARTICIPAN enta INDUCCION

DE LA APOPTOSIS
FISIOLOGICA vror AYUNO

5.1.1 GENES INVOLUCRADOS EN LAAPOPTOSIS
FISIOLOGICA

n un trabajo previo en el laboratorio, se encontrd que el ayuno
Ede 6 h induce un incremento en la apoptosis de las células

germinales por medio de un mecanismo desconocido [64].
Con el objetivo de encontrar los posibles reguladores de este tipo
de apoptosis, se hizo un escrutinio mediante RNA de interferencia
(RNAI). Para encontrar genes que alteraran sus niveles de expresion
durante el ayuno se hizo un analisis de microarreglos [95]. Este analisis
se hizo extrayendo el RNA total de animales control y ayunados de la

cepa silvestre (cepa N2). El ayuno consistio en privar a los animales
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solo de comida (bacterias) por 6 h mientras que los componentes del
medio de cultivo no fueron alterados. EI RNA extraido de los animales
control y ayunados se envio a la Unidad de Microarreglos del Instituto
de Fisiologia Celular de la UNAM, y el ensayo fue hecho por personal
de esta unidad. Los oligonucleétidos utilizados durante la sintesis del
DNA para los microarreglos pertenecen a genes que solo se expresan
en ovocitos y a genes intrinsecos de la gbnada (genes que se expresan
en células germinales independientemente de que vayan a ser ovocitos
0 espermatozoides) [91].

El analisis del microarreglo arrojé que 264 genes cambiaron su
expresion cuando los animales fueron sometidos al ayuno [95]. De
los 264 genes, 122 se encontraban activados mientras que 142 estaban
reprimidos [95]. Para identificar genes involucrados en la apoptosis
fisioldgica utilizamos la cepa MD701. Esta cepa contiene el transgene
ced-1::gfp, el cual se expresa en las células de la vaina de la génada
(Figura 10 A)[65]. CED-1 es un receptor de membrana que participa en
la fagocitosis de los cuerpos apoptoticos [96]. Por lo tanto, la expresion
del transgene ced-1::gfp permite observar aquellas células germinales
que estan siendo fagocitadas (Figura 10 A). Para analizar los niveles
de apoptosis fisioldgica, se conto el nimero de cuerpos apoptoticos en
la gonada de animales RNAI en donde hubo silenciamiento y animales
control PV (plasmido vacio) en donde no hubo silenciamiento.

Durante el escrutinio analizamos 64 genes, de los cuales 43
tenian sus niveles de expresion aumentados mientras que en 21
estaban disminuidos en el ayuno. En el escrutinio encontramos que el
silenciamiento de 4 genes disminuy0 significativamente los niveles de
apoptosis fisioldgica (), indicando que estos genes se requieren para
inducir este tipo de apoptosis (Tablas 1y 2, Figuras 11y 12). Por otro
lado, el silenciamiento de 34 genes incrementdé de manera significativa
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Tabla 1| Apoptosis fisioldgica obtenida al silenciar los genes que incrementan sus niveles
de expresion durante el ayuno. Cada promedio de cuerpos apoptéticos esta acompafiado
de su desviacion estandar y la cifra entre paréntesis indica el nimero de gonadas analizadas.
El nivel de induccion es el resultado de la division de la cantidad de cuerpos apopt6ticos
observados en el RNAI de cada gen entre el control (PV). El valor P se obtuvo del analisis con
una prueba t Mann Whitney. | indica una disminucion en el nimero de cuerpos apoptoticos,
1 un aumento y = significa que el incremento o disminucion no son considerables. PV=

plasmido vacio.

la apoptosis fisiologica (1) (Tablas 1y 2, Figuras 11 y 12), sugiriendo
que estos genes podrian proteger a las células germinales de la apoptosis.
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Promedio de

G Nivel de Valor
en cuerpos . C,
.. induccioén P
apoptoticos
PV(RNAI) 9.6 £ 4.3 (405)

1 CO07G1.3 3.3+25(37) 0.3 < 0.001 !
2 T26A5.4 6.9 £ 2.9 (20) 0.7 < 0.001 !
3 F53A25 7.0+4.1(29) 0.7 < 0.001 !
4 TI12A2.7 7.9+£29(29) 0.8 0.004558 =
5 C44E4.3 8.2 £ 3.7 (30) 0.9 0.018082 =
6 KO3H1.7 8.7 £ 2.4 (30) 0.9 0.131700 =
7 RI10E4.5 9.1+3.6 (27) 0.9 0.378683 =
8 RO07G3.7 9.2+3.1(25) 1.0 0.475023 =
9 CI18A35 9.3+ 3.6 (56) 1.0 0.345716 =
10 B0207.4 9.5+ 2.6 (16) 1.0 0.883008 =
11 C37A5.7 9.5+£3.2(21) 1.0 0.893972 =
12 F46F11.4 9.9+4.3(10) 1.0 0.775269 =
13 F57B10.8 10.1 £ 4.0 (22) 1.1 0.485554 =
14 T28D9.2 10.2 £ 2.7 (30) 1.1 0.321610 =
15 F14D2.4 10.3+5.9 (41) 1.0 0.201842 =
16 F55F8.9 10.3+ 4.2 (25) 1.1 0.300654 =
17 C18G1.5 10.4 £ 4.3 (22) 1.1 0.244508 =
18 C50F4.4 11.0 £ 4.7 (22) 1.1 0.049908 =
19 F42H10.2 11.0 £ 3.9 (30) 1.4 0.019210 =
20 TO08B2.4 11.3+ 2.8 (27) 1.2 0.008165 =
21 RO7E5.8 11.6 + 3.7 (24) 1.2 0.002752 =
22 Y39E4B.5 11.7 £ 3.0 (25) 1.2 0.001373 =
23 TO7E3.5 11.8 + 2.6 (30) 1.2 < 0.001 1
24 F59G1.7 11.9 +5.1 (30) 1.2 < 0.001 1
25 C46A5.5 12.0 + 3.4 (49) 1.3 < 0.001 1
26 D1046.2 12.1 £ 5.2 (28) 1.2 < 0.001 1
27 CA43El1l.4 12.2 + 4.3 (24) 1.3 < 0.001 1
28 F33D11.9 125+ 4.5 (25) 1.3 < 0.001 1
29 F55C5.7 12.7 + 2.6 (30) 1.3 < 0.001 1
30 TO7F8.4 12.7 + 3.3 (39) 1.2 < 0.001 1
31 F43G9.2 12.7 £ 4.3 (17) 1.3 < 0.001 1
32 CO09H6.3 13.3+5.0 (21) 1.4 < 0.001 1
33 CO06A5.8 13.3 £ 5.3 (30) 1.3 < 0.001 1
34 C05D11.3 13.3 + 3.6 (25) 1.3 < 0.001 1
35 T25G3.1 14.4 + 4.1 (22) 15 < 0.001 1
36 F45G2.7 14.4 + 5.0 (30) 15 < 0.001 1
37 C13Gh.2 14.9 + 4.9 (28) 1.6 < 0.001 1
38 ZC328.4 15.1 £ 6.0 (20) 1.6 < 0.001 1
39 (C09G9.6 15.1 £ 4.7 (32) 15 < 0.001 1
40 F10G7.4 16.8 + 6.7 (40) 1.6 < 0.001 1
41 F47D12.4 18.7 £ 6.1 (20) 1.8 < 0.001 1
42 F25H5.5 28.1 + 8.6 (30) 2.8 < 0.001 1
43 C27A12.2 39.1+12.1(20) 4.1 < 0.001 1
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Tabla 2| Apoptosis fisioldgica obtenida al silenciar genes que disminuyen sus niveles de
expresion durante el ayuno. Cada promedio de cuerpos apoptéticos esta acompafiado de
su desviacion estandar y la cifra entre paréntesis indica el nimero de gonadas analizadas.
El nivel de induccion es el resultado de la division de la cantidad de cuerpos apopt6ticos
observados en el RNAI de cada gen entre el control (PV). El valor P se obtuvo del analisis con
una prueba t Mann Whitney. | indica una disminucion en el nimero de cuerpos apoptoticos,
1 un aumento y = significa que el incremento o disminucion no son considerables. PV=
plasmido vacio.

Promedio de Nivel de Valor
Gen cuerpos -
.- Induccién P
apoptoticos
PV(RNAI) 9.6 + 4.3 (405)
1 T08D10.1 6.3+2.9(29) 0.6 < 0.001 !
2 R166.4 8.7+ 2.7 (23) 0.9 0.165470 =
3 C25A1.8 9.3+ 3.4 (55) 1.0 0.465229 =
4 C45G3.1 9.4+4.2(10) 1.0 0.827484 =
5 F45C12.7 9.5+ 2.6 (20) 1.0 0.869941 =
6 EEEDS8.3 9.6 + 3.7 (55) 1.0 0.996760 =
7 F20D1.4 10.9 £4.5 (25) 1.1 0.049268 =
8 F29F11.3 11.2 £ 3.4 (25) 1.2 0.016431 =
9 TO5F1.2 12.8 £ 3.8 (25) 1.3 < 0.001 1
10 F47G3.3 13.5 £ 3.6 (25) 1.4 < 0.001 1
11 F25H2.12 13.6 £4.2 (25) 14 < 0.001 1
12 ZC404.8 14.2 £6.2 (29) 1.4 < 0.001 1
13 T26C11.7 14.6 £ 4.2 (40) 1.4 < 0.001 1
14 F57C2.1 14.7 £ 5.6 (38) 1.4 < 0.001 1
15 ZC168.4 15.0 £ 5.3 (36) 15 < 0.001 1
16 B0336.7 16.7 £ 6.2 (20) 1.7 < 0.001 1
17 R74.8 18.9 £ 4.9 (25) 2.0 < 0.001 1
18 RO5H5.3 22.7£9.1 (30) 2.2 < 0.001 1
19 ZC395.10 23.4 £5.7 (25) 2.4 < 0.001 1
20 R13F6.10 36.2 +12.9 (35) 35 < 0.001 1
21 T08G5.5 525+ 17.4 (37) 51 < 0.001 1

Figura 11| Promedio del nimero de cuerpos apoptéticos observados en la apoptosis
fisiologica durante el analisis de RNAI en 43 genes que aumentan sus niveles de
expresion durante el ayuno. Se silencié por RNAI cada uno de los genes anotados en la
gréafica en la cepa ced-1::gfp. Como control del silenciamiento se usé el PV. Después, se
anestesiaron y montaron los animales para contar los cuerpos apoptéticos por microscopia
de fluorescencia. Las barras de error representan el error estdndar. PV= plasmido vacio.
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Numero de cuerpos apoptoticos por brazo de la gonada
5 10 15 20 25 30 35 40 45

1 1 1 1 1 1 J
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C07G1.3 e

T26A5.4 I
F53A2.5 I
T12A2.7 -
C44E4.3 I
KO3H1.7 e
R10E4.5 I
R07G3.7 I
C18A3.5 I
B0207.4
C37A5.7 I
FA6F11.4
F57B10.8
T28D9.2
F14D2.4
F55F8.9
C18G1.5
C50F4.4
F42H10.2
T08B2.4
RO7E5.8
Y39E4B.5
TO7E3.5
F59G1.7
C46A5.5
D1046.2
C43E11.4
F33D11.9
F55C5.7
TO7F8.4
F43G9.2
CO9H6.3
COBA5.8
CO5D11.3 I
T25G3.1 I
F45G2.7 I
C13G5.2 I
ZC328.4 I
C09G9.6 I
F10G7.4
FA7D12.4 I

F25H5.5 I

C27A12.2 I
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Numero de cuerpos apoptéticos por brazo de la gdnada
0 10 20 30 40 50 60

PV [
TO8D10.1 [
R166.4 (-

C25A1.8 (-

C45G3.1 [
FA5C12.7 [

EEEDS8.3 [ImeH

F20D1.4 [

F29F11.3 [

TO5F1.2 e

F47G3.3 I
F25H2.12 [

ZC404.8 (I —
T26C11.7 [+

F57C2.1 [

ZC168.4 I

B0336.7 e

R74.8 [,

RO5H5.3 I
ZC395.10 I
R13F6.10 [

T08G5.5 I ————

Figura 12| Promedio del nUmero de cuerpos apoptoticos observados en la
apoptosis fisioldgica durante el anélisis de RNAI en 21 genes que disminuyen
sus niveles de expresion durante el ayuno. Se silencié por RNAI cada uno de los
genes anotados en la gréfica en la cepa ced-1::gfp. Como control del silenciamiento
se uso el PV. Después, se anestesiaron y montaron los animales para contar

los cuerpos apoptoticos por microscopia de fluorescencia. Las barras de error
representan el error estandar. P\VV= plasmido vacio.
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5.1.2 GENES INVOLUCRADOS EN LAAPOPTOSIS
INDUCIDA POR AYUNO

Para identificar los genes involucrados en la respuesta al ayuno, se
comparo la apoptosis de animales bien alimentados contra animales
ayunados por 6 h y en donde se silencié cada uno de los genes
seleccionados. El anélisis estadistico arrojé que el silenciamiento en
36 de los 64 genes analizados no increment6 el nimero de cuerpos
apoptoticos (=) en la gbnada de los animales durante el ayuno (Tablas
3y 4, Figuras 13y 14). El resultado anterior sugiere que estos genes se
requieren para inducir apoptosis por ayuno.
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Nivel de Valor
Gen Control Ayuno Induccion P

PV(RNAI) 9.6 + 4.3 (405) 16.5+5.5(337) 1.7 <0.001 1
1 CO07G1l.3 3.3+25(37) 9.3+3.9 (25) 2.8 <0.001 1
2 T26A5.4 6.9 +2.9(20) 7.4 +2.9 (20) 1.1 0.6725 =
3  Fb3A25 7.0+4.1(29) 8.7+3.8(33) 1.2 0.05293 =
4 TI12A2.7 7.9+2.9(29) 10.2 + 4.2 (39) 1.3 0.02536 =
5 C44E4.3 8.2 +3.7 (30) 14.1 £5.0 (30) 1.7 <0.001 1
6  KO3H1.7 8.7 £ 2.4 (30) 14.0 £5.2 (30) 1.6 <0.001 1
7 RI10E4.5 9.1+3.6 (27) 13.5+3.5(27) 1.5 <0.001 1
8 R07G3.7 9.2+3.1(25) 13.6 £ 4.9 (25) 15 0.002428 =
9 C18A35 9.3+ 3.6 (56) 9.6 + 3.8 (66) 1.0 0.4456 =
10 B0207.4 9.5+ 2.6 (16) 13.1£5.3(17) 14 0.02488 =
11  C37A5.7 9.5+3.2(21) 16.2 + 5.0 (26) 1.7 <0.001 1
12 F46F11.4 9.9+4.3(10) 17.2 +4.3 (10) 1.7 0.001632 =
13 F57B10.8 10.1+4.0 (22) 14.6 £ 6.0 (18) 14 0.005764 =
14 T28D9.2 10.2 £ 2.7 (30) 16.0 + 3.2 (30) 1.6 <0.001 1
15 F14D24 10.3+5.9 (41) 16.2 £5.8 (28) 1.6 <0.001 1
16  F55F8.9 10.3+ 4.2 (25) 18.4 + 5.8 (25) 1.8 <0.001 1
17 C18Gl15 104 £4.3(22) 16.0 £ 4.5 (25) 1.5 <0.001 1
18 C50F4.4 11.0+4.7 (22) 17.0 £ 6.7 (29) 1.6 <0.001 1
19 F42H10.2 11.0+ 3.9 (30) 17.9+ 4.5 (30) 1.6 <0.001 1
20 TO08B2.4 11.3+2.8(27) 16.1 £2.7 (20) 1.4 <0.001 1
21 RO7E5.8 11.6 £ 3.7 (24) 16.6 + 5.5 (25) 14 <0.001 1
22 Y39E4B.5 11.7 £ 3.0 (25) 17.8 £4.9 (25) 15 <0.001 1
23 TO7E3.5 11.8 £ 2.6 (30) 15.0 £ 3.0 (30) 1.3 <0.001 1
24  F59G1.7 11.9+5.1(30) 14.7 + 5.0 (30) 1.2 0.03855 =
25 C46A55 12.0 £ 3.4 (49) 18.8 +5.8 (45) 1.6 <0.001 1
26 D1046.2 12.1+5.2 (28) 13.7 £ 6.2 (30) 11 0.2819 =
27 CA43E114 122 +£4.3(24) 15.9 £5.2 (30) 13 0.02435 =
28 F33D11.9 12.5+ 4.5 (25) 17.6 £ 4.6 (25) 1.4 <0.001 1
29 F55C5.7 12.7 + 2.6 (30) 21.6 £ 3.9 (30) 1.7 <0.001 1
30 TO7F8.4 12.7 £ 3.3 (39) 14.3 £ 4.8 (20) 11 0.243 =
31 F43G9.2 12.7+ 4.3 (17) 16.3+5.8 (24) 1.3 0.04362 =
32 CO09H6.3 13.3+£5.0(21) 153 +3.7 (13) 1.2 0.0911 =
33 CO06A5.8 13.3+5.3(30) 19.6 + 4.8 (29) 1.5 <0.001 1
34 C05D11.3 13.3£3.6 (25) 12.1+5.5(22) 0.9 0.3046 =
35 T25G3.1 144+ 4.1 (22) 18.8 £ 6.1 (26) 13 0.01647 =
36 F45G2.7 14.4 + 5.0 (30) 15.8 + 4.8 (30) 11 0.1943 =
37 C13G5.2 14.9 £ 4.9 (28) 18.7 + 4.6 (30) 1.3 0.006913 =
38 zC328.4 15.1 + 6.0 (20) 21.0 £ 6.5 (30) 1.4 0.001179 =
39 C09G9.6 15.1+£4.7 (32) 15.1+5.2 (27) 1.0 0.8247 =
40 F10G7.4 16.8 £ 6.7 (40) 14.4+7.9 (24) 0.9 0.0813 =
41 F47D12.4 18.7 £ 6.1 (20) 22.7+11.2 (21) 1.2 0.2666 =
42 F25H5.5 28.1+ 8.6 (30) 28.1+ 8.4 (20) 1.0 0.9605 =
43  C27A12.2 39.1+12.1 (20) 44.3 £ 13.2 (6) 1.1 0.2860 =
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Tabla 3| Promedio de cuerpos apoptoticos observados durante la exploracién de 43
genes mediante RNAI en condiciones de control y ayuno. Como control en cada gen
se utilizaron los datos obtenidos de animales alimentados. Cada promedio de cuerpos
apoptoticos esta acompafiado de su desviacién estandar y la cifra entre paréntesis indica el
numero de individuos analizados. El nivel de induccion es el resultado de la division de la
cantidad de cuerpos apoptoticos observados en ayuno entre los cuerpos apoptéticos contados
en gonadas de animales alimentados. El valor P se obtuvo del analisis con una prueba t Mann
Whitney.1 indica que hubo un aumento de cuerpos apoptoticos durante el ayuno y = significa
que no hubo diferencias. PV= plasmido vacio.

Tabla 4| Promedio de cuerpos apoptoticos observados durante la exploracion de 21
genes mediante RNAI en condiciones de ayuno. Como control en cada gen se utilizaron
los datos obtenidos de animales alimentados. Cada promedio de cuerpos apoptoéticos esta
acompafiado de su desviacion estandar y la cifra entre paréntesis indica el nimero de
individuos analizados. El nivel de induccion es el resultado de la division de la cantidad de
cuerpos apoptoticos observados en ayuno entre los cuerpos apoptéticos contados en génadas
de animales alimentados. El valor P se obtuvo del analisis con una prueba t Mann Whitney.1
indica que hubo un aumento de cuerpos apoptéticos durante el ayuno y = significa que no
hubo diferencias. PV= plasmido vacio.

Nivel de Valor
Gen Control Ayuno Induccion p

PV(RNAI) 9.6 + 4.3 (405) 16.4 £ 5.5 (321) 1.7 <0.001 1
1 T08D10.1 6.3+2.9(29) 14.1 + 4.9 (30) 2.2 < 0.001 1
2 R166.4 8.7 +£2.7(23) 125+4.1(25) 1.4 <0.001 0
3 C25A1.8 9.3 +3.4 (55) 16.0 + 4.5 (50) 1.7 <0.001 1
4  C45G3.1 9.4 +4.2(10) 13.0+5.7 (13) 1.4 0.1275 =
5 F45C12.7 9.5+ 2.6 (20) 14.7 + 4.0 (20) 15 < 0.001 1
6 EEEDS8.3 9.6 + 3.7 (55) 18.1 + 4.9 (55) 1.9 <0.001 1
7 F20D1.4 10.9 +4.5(25) 17.4 + 4.3 (25) 1.6 < 0.001 1
8 F29F11.3 11.2 + 3.4 (25) 16.4 + 5.4 (25) 15 <0.001 1
9 TO5F1.2 12.8 + 3.8 (25) 18.8 + 6.5 (25) 15 0.0020 =
10 F47G3.3 13.5+ 3.6 (25) 20.2 + 4.4 (25) 15 <0.001 1
11 F25H2.12 13.6 +4.2 (25) 13.7 + 3.6 (25) 1.0 0.9301 =
12 ZC404.8 14.2 + 6.2 (29) 16.3 +5.4 (29) 1.2 0.1031 =
13 T26C11.7 14.6 + 4.2 (40) 16.9+ 4.2 (32) 1.2 0.01496 =
14 F57C2.1 14.7 + 5.6 (38) 15.0 + 3.5 (26) 1.0 0.7733 =
15 ZC168.4 15.0 + 5.3 (36) 13.9 + 4.8 (40) 0.9 0.2459 =
16 B0336.7 16.7 £ 6.2 (20) 13.9 + 3.6 (20) 0.8 0.09454 =
17 R74.8 18.9+ 4.9 (25) 26.0 + 7.3 (25) 1.4 <0.001 1
18 RO5H5.3 22.7+£9.1(30) 219+ 7.6 (20) 1.0 0.921 =
19 ZC395.10 23.4+£5.7 (25) 27.4+7.9 (25) 1.2 0.06192 =
20 R13F6.10 36.2 £12.9 (35) 37.2 £10.4 (30) 1.0 0.6928 =
21 TO08G5.5 52.5+17.4 (37) 55.3 + 18.8 (25) 1.1 0.4771 =
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Figura 14| Promedio del niUmero de cuerpos apoptoticos observados en el ayuno
durante el analisis de RNAI en 21 genes que disminuyen sus niveles de expresion
durante el ayuno. Se silencié por RNAI cada uno de los genes anotados en la grafica
en la cepa ced-1::gfp y los expusimos a condiciones con comida y sin comida. Como
control del silenciamiento se usé el PV. Después, se anestesiaron y montaron los
animales para contar los cuerpos apoptoticos por microscopia de fluorescencia. Las
barras de error representan el error estandar. PVV= plasmido vacio.

Figura 13| Promedio del nUmero de cuerpos apoptoticos observados en el ayuno
durante el analisis de RNAI en 43 genes que aumentan sus niveles de expresion
durante el ayuno. Se silencié por RNAI cada uno de los genes anotados en la grafica
en la cepa ced-1::gfp y los expusimos a condiciones con comida y sin comida. Como
control del silenciamiento se usé el PV. Después, se anestesiaron y montaron los
animales para contar los cuerpos apoptoticos por microscopia de fluorescencia. Las

barras de error representan el error estandar. P\VV= plasmido vacio.
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513 DISCUSION

En C. elegans, la apoptosis fisiologica es importante para mantener la
calidad de los ovocitos y la homeostasis en la gonada [57, 59]. Cuando
analizamos la participacion de 64 genes en la apoptosis fisioldgica,
encontramos que el silenciamiento en 4 de ellos disminuy0 los niveles de
este tipo de apoptosis (Tablas 1y 2; Figuras 11y 12). El silenciamiento
en 34 de los 64 genes analizados incrementd los niveles de apoptosis
fisiologica en los animales (Tablas 1y 2; Figuras 11y 12). Como puede
observarse, en nuestro escrutinio encontramos una mayor cantidad de
genes cuyo silenciamiento aumento los niveles de apoptosis fisiologica.
Existen dos posibilidades para explicar este resultado. Primero, se
ha visto que el RNA de doble cadena (dsRNA) en la linea germinal
induce un incremento en la apoptosis de las células germinales debido
a su acumulacién [97], por lo que es posible que los altos niveles de
apoptosis fisiologica observados durante el silenciamiento de los 34
genes se deba a este fenomeno. Segundo, otra posibilidad es que el
incremento en la apoptosis fisiolégica también se deba a que muchos de
los genes analizados estan involucrados en procesos celulares esenciales
y si son eliminados, la célula no puede continuar con su ciclo y muere.
Dentro de estos genes tenemos por ejemplo a F47D12.4 (componente
de la cromatina [98]), F10G7.4 (division mitotica y meidtica [99]),
C05D11.3 (reorganizacion de los microtibulos [100]), ZC168.4 (ciclina
B1[101]), R13F6.10 (componente del complejo sinaptonémico [102]),
entre otros. Sin embargo, existen otros genes que pudieran tener un
papel en la apoptosis fisioldgica.

El gen B0336.7 codifica una proteina con dominio tipo THAP
[103]. Otras proteinas con este dominio incluyen LIN-15A, LIN-15B,
LIN-36 Y HIM-17, las cuales interaccionan con LIN-35 [103]. LIN-35
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se ha descrito como una proteina que regula la apoptosis fisiologica a
traves de la represion de de la transcripcion del gen ced-9 [66]. Ademas,
en el laboratorio se ha visto que LIN-35 induce apoptosis por ayuno
mediante la regulacion negativa de los niveles de la proteina de CED-
9 [67]. Con base en los datos anteriores, es posible que la proteina
B0336.7, al tener una interaccion predicha con LIN-35, esté involucrada
en la apoptosis de las células germinales. Mientras que la ausencia de
LIN-35 disminuye la apoptosis fisiolégica [66], el silenciamiento de
B0336.7 la aumenta (Tabla 2; Figura 13). Por lo tanto, B0336.7 podria
estar antagonizando la funcién de LIN-35.

El silenciamiento de los genes C07G1.3, T26A5.4, F53A2.5
y T08D10.1 ocasion6 que la apoptosis fisiologica disminuyera
significativamente en los animales (Tablas 1y 2; Figuras 11y 12). Ala
fecha no se ha encontrado un gen cuya ausencia elimine por completo
la apoptosis fisioldgica, por lo que resulta interesante estudiar aquellos
genes que disminuyen (aunque sea parcialmente) esta apoptosis.
C07GL1.3 es una proteina involucrada en el marcaje de los componentes
presinapticos al axon [104], por lo que resulta dificil relacionarla con
la apoptosis fisioldgica. La funcidn del gen T26A5.4 se desconoce por
completo. De los 64 genes analizados en el escrutinio, solo dos codifican
para factores de transcripcion: F53A2.5 y T08D10.1. Mientras que
F53A2.5 codifica para un factor de transcripcion de la familia DR1,
T08D10.1 codifica para un factor de transcripcion del tipo Y [103].
Curiosamente, el silenciamiento de estos dos genes disminuyé la
apoptosis fisiologica al igual que ocurre cuando se elimina la expresion
de lin-35, otro factor transcripcional [66].

Cuando los animales son expuestos a 6 h de ayuno, la apoptosis de
las celulas germinales se incrementa [64]. Esta apoptosis es inducida
por LIN-35 quien a su vez regula la disminucion de los niveles de
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CED-9 [67]. Durante el escrutinio para identificar genes involucrados
en la apoptosis por ayuno, encontramos que el silenciamiento de 36
genes ocasiono que los animales no respondieran al ayuno (no hubo un
incremento de apoptosis) (Tablas 3 y 4; Figuras 13 y 14). Para poder
explicar el papel de estos genes en la apoptosis por ayuno se requiere
de estudios especificos que permitan entender de qué manera estan
involucrados. Por ejemplo, podriamos analizar si estos genes tienen un
efecto sobre los componentes de la maquinaria de apoptosis (i. e. ced-9,
ced-4 y ced-3).

Para la gran mayoria de los animales en donde se silenciaron genes

gue incrementaron significativamente la apoptosis fisiologica, tampoco
respondieron al ayuno (Tablas 3y 4; Figuras 13y 14). Es posible que este
aumento de la apoptosis fisiolégica no permita detectar las diferencias
en el nimero de cuerpos apoptéticos entre el control y el ayuno. Sin
embargo, particularmente en el caso del gen R74.8, encontramos que
a pesar de que su silenciamiento ocasion6 un incremento considerable
en la apoptosis fisiologica de los animales, éstos respondieron al ayuno
(Tabla 4; Figura 14), lo que sugiere una participacion mas clara de este
gen en la apoptosis fisiologica que en la apoptosis por ayuno.

Durante el escrutinio para identificar genes involucrados en la
apoptosis por ayuno, encontramos al gen C18A3.5 (tiar-1) (Figura 13)
[95]. TIAR-1 es uno de los ortologos de TIA-1y TIAR de mamiferos.
Los otros dos ortdlogos de TIA-1y TIAR en C. elegans son TIAR-2 y
TIAR-3. En mamiferos, TIA-1y TIAR fueron originalmente descritas
como proteinas de union a RNA con funciones proapoptoticas [69, 105].
Las proteinas purificadas de TIA-1 y TIAR inducen la fragmentacion
de DNA en timocitos permeabilizados, sugiriendo que estas proteinas
quizés sean responsables de la induccién de apoptosis en este tipo de
células [69, 105]. Adicionalmente, TIA-1 promueve la inclusion del
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exon 6 durante el splicing del receptor de Fas resultando en la formacion
de la isoforma proapoptotica [75]. Ademas de su rol en la apoptosis,
las proteinas TIA-1y TIAR han sido involucradas en varias funciones
celulares, incluidas el splicing, la traduccién, la degradacion de mRNASs
especificos y la formacion de granulos de estrés [29, 70-77, 79, 106-
110]. Sin embargo, poco se sabe de la participacion de TIA-1y TIAR
en la linea germinal [78, 79]. Debido a lo anterior y a que encontramos
a tiar-1 como un gen que se requiere para inducir apoptosis por ayuno
(Figura 13), resulto interesante estudiar la funcion de TIAR-1 en la
linea germinal de C. elegans. Ademas de que esta familia de proteinas
no habia sido descrita en el nematodo.

5.1.4 CONCLUSIONES

El silenciamiento en 34 de los 64 genes analizados incrementd
significativamente la apoptosis fisiologica en los animales.

El silenciamiento en 4 de los 64 genes analizados disminuy0
significativamente la apoptosis fisiologica en los animales.

El silenciamiento en 36 de los 64 genes analizados no incrementd el
namero de cuerpos apoptoticos en los animales ayunados.
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CAPITULO 2:

rL HOMOLOGO DE

TIA-1/TIAR en C. ELEGANS,
TIAR-1, st REQUIERE para

INDUCIR APOPTOSIS pe LAS
CELULAS GERMINALES

n C. elegans, la apoptosis fisiologica en la gonada del
hermafrodita elimina mas de la mitad de las células para

mantener la calidad de los ovocitos y la homeostasis en la
linea germinal mediante un mecanismo desconocido. Factores externos
también pueden afectar laapoptosis de las células germinales. La proteina
EGL-1 induce apoptosis de las células germinales cuando los animales
son expuestos a patdgenos o a agentes que producen un dafio al DNA.
La apoptosis inducida por dafio al DNA tambien requiere a la proteina
CEP-1/p53. Previamente, en el laboratorio se encontro que el choque de
calor, el estrés osmotico y el estrés oxidativo inducen apoptosis de las
celulas germinales a través de un mecanismo independiente de EGL-1y
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CEP-1y que requiere a la via de las MAPKK. Sin embargo, se observo
que el ayuno incrementa la apoptosis de las células germinales a traves
de un mecanismo desconocido. En busca de proteinas que participan en
la apoptosis inducida por ayuno, encontramos a la proteina de union a
RNA TIAR-1 (un homologo de la familia TIA-1/TIAR de mamiferos).
En este articulo mostramos que en C. elegans TIAR-1 es requerido
para inducir apoptosis en la linea germinal bajo diferentes condiciones.
También mostramos que TIAR-1 actua por debajo de CED-9/BCL2 para
inducir apoptosis durante el estrés, y no parece regular directamente
la acumulacién de los mMRNAs de ced-4 y ced-3. TIAR-1 se expresa
ubicuamente en el citoplasma de las células somaticas y germinales;
en estas Ultimas se asocia de manera transitoria a granulos P. También
mostramos que los animales que pierden la expresion de TIAR-1
son estériles debido a defectos en la ovogénesis y espermatogénesis.
Nuestro trabajo muestra que la proteina TIAR-1 es requerida para una
correcta funcion de la linea germinal, y demostramos también que esta
proteina es importante para inducir apoptosis de las células germinales
durante diferentes condiciones de estres.
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Summary: In Caenorhabditis elegans, physiological
germ cell apoptosis eliminates more than half of the
cells in the hermaphrodite gonad to support gamete
quality and germline homeostasis by a still unidenti-
fied mechanism. External factors can also affect
germ cell apoptosis. The BH3-only protein EGL-1
induces germ cell apoptosis when animals are
exposed to pathogens or agents that produce DNA
damage. DNA damage-induced apoptosis also
requires the nematode p53 homolog CEP-1. Previ-
ously, we found that heat shock, oxidative, and
osmotic stresses induce germ cell apoptosis
through an EGL-1 and CEP-1 independent mecha-
nism that requires the MAPKK pathway. However,
we observed that starvation increases germ cell
apoptosis by an unknown pathway. Searching for
proteins that participate in stress-induced apoptosis,
we found the RNA-binding protein TIAR-1 (a homo-
log of the mammalian TIA-1/TIAR family of proteins).
Here, we show that TIAR-1 in C. elegans is required
to induce apoptosis in the germline under several
conditions. We also show that TIAR-1 acts down-
stream of CED-9 (a BCL2 homolog) to induce apo-
ptosis under stress conditions, and apparently does
not seem to regulate ced-4 or ced-3 mRNAs accu-
mulation directly. TIAR-1 is expressed ubiquitously
in the cytoplasm of the soma as well as the germ-
line, where it sometimes associates with P granules.
We show that animals lacking TIAR-1 expression are
temperature sensitive sterile due to oogenesis and
spermatogenesis defects. Our work shows that
TIAR-1 is required for proper germline function and
demonstrates that this protein is important to
induce germ cell apoptosis under several conditions.
genesis 00:1-18. © 2013 Wiley Periodicals, Inc.

Key words: apoptosis; germline; germ cells; TIA-1; TIAR;
TIAR-1; stress; C. elegans

INTRODUCTION

Germ cells produce gametes, which are the basis of
organisms’ continuity. To ensure gamete quality, germ
cell apoptosis occurs normally as a highly conserved
mechanism (Andux and Ellis, 2008; Baum et al., 2005). In
C. elegans, it is estimated that fifty percent of germ cells
are eliminated during oogenesis in a response known as
physiological germ cell apoptosis (Gumienny et al.,
1999). This process requires the core components of the
apoptosis pathway: CED-3, CED-4, and CED-9 but it is
activated by an unknown mechanism. The BCL2 family
member CED-9 prevents apoptosis by sequestering the
APAF1 homolog CED-4. During physiological germ cell
apoptosis an unidentified mechanism inactivates CED-9.
This stimulus liberates CED-4, which in turn activates the
caspase CED-3 (Lettre and Hengartner, 2000).

Several types of environmental stress increase germ
cell apoptosis by different pathways (Derry et al., 2001;
Salinas et al., 2006; Schumacher et al., 2001). DNA dam-
age triggers germ cell apoptosis through the proapop-
totic proteins EGL-1 (a BH3-only protein) and CEP-1
(the p53 homolog; Derry et al., 2001; Schumacher et al.,
2001). Pathogen infections induced apoptosis in an EGL-
1 dependent manner (Aballay and Ausubel, 2001).
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FIG. 1.
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TIAR-1 INDUCES GERM CELL APOPTOSIS IN C. ELEGANS 3

Previously, we found that oxidative and osmotic stress,
as well as heat shock, activate germ cell apoptosis
through the MAPKK pathway and independently of EGL-
1 and CEP-1/p53 (Salinas et al., 2006). Unexpectedly, we
observed that starvation induces germ cell apoptosis by
an unknown mechanism that is independent of the EGL-
1, CEP-1/p53 and the MAPKK pathways (Salinas et al.,
20006). Characterization of the pathways that regulate
stress-induced germ cell apoptosis will contribute to our
understanding of how the germline stays healthy to pass
genetic information for the next generation.

In this article, we show the role of TIAR-1, an RNA-
binding protein from the TIA-1/TIAR family, in germ
cell apoptosis. TIA-1/TTAR proteins were originally
described as cytotoxic granule-associated RNA-binding
proteins with proapoptotic functions. Purified recombi-
nant TIA-1 and TIAR induced DNA fragmentation in
digitonin-permeabilized thymocytes, suggesting that
these proteins may be responsible for inducing apopto-
sis in cytolytic lymphocyte targets (Kawakami et al.,
1992; Tian et al., 1991). Additionally, TIA-1 promotes
Fas receptor exon 6 inclusion during splicing, resulting
in the formation of a proapoptotic isoform involved in
Fas-mediated apoptosis (Izquierdo et al., 2005). Also,
TIA-1 interacts with Fas-activated serine/threonine
kinase (FAST), which is a regulator of Fas-induced apo-
ptosis (Li et al., 2004; Tian et al., 1995). Besides apopto-
sis, TIA-1/TIAR proteins are involved in other cellular
functions, including splicing, translation, repression,
degradation of specific mRNAs and stress granule for-
mation (Anderson and Kedersha, 2002b; Del Gatto-
Konczak et al., 2000; Forch and Valcarcel, 2001; Forch
et al., 2000, 2002; Gilks et al., 2004; Izquierdo et al.,
2005; Kawai et al., 2006; Kedersha et al., 1999;
Kuwano et al., 2008; Le Guiner et al., 2001; Lopez de
Silanes et al., 2005; Piecyk et al., 2000; Yamasaki et al.,
2007; Zuccato et al., 2004).

Here, we show that in C. elegans TIAR-1 is required
to induce germ cell apoptosis under different condi-
tions, including starvation, heat shock, osmotic, oxida-
tive stress, and UV irradiation. This nematode lacks the
Fas apoptosis-inducing pathway, and in this article, we
show that to trigger apoptosis TIAR-1 acts downstream
of the BCL2 homolog CED-9 but apparently does not
directly regulates the accumulation of ced-4 or ced-3
mRNAs. Our findings introduce TIAR-1 as a new com-

ponent in the C. elegans germline whose function is
important under normal growth and stress conditions.

RESULTS

TIAR-1 Is Ubiquitously Expressed

In an ongoing screen to identify genes that partici-
pate in starvation-induced germ cell apoptosis, we
detected C18A3.5, a gene that encodes one of the three
TIA-1/TIAR homologs in C. elegans (Fig. 1a,b). The
other two homologs are tiar2 (Y46G5A.13) and tiar-3
(CO7A4.1; Fig. 1a,b). The predicted TIAR-1 protein is
composed of 408 residues that contains three RNA rec-
ognition motifs and a prion-like domain (Fig. 1a,0).
TIAR-1 displays 46.1 and 43.3% overall amino acid
sequence identity with human TIA-1 and TIAR,
respectively.

To investigate TIAR-1 protein expression, we pro-
duced a rabbit antibody against a 14 amino acid peptide
covering positions 218-231 (Fig. 1a,c). Western blot-
ting with affinity-purified antiserum revealed a single
~46 kDa band, whereas the predicted size was 45.2
kDa (Fig. 1d). This band was not observed in tiar
1(tm361) mutant animals (Fig. 1d). In contrast, the
band was detected in tiar-2(tm2923) and tiar-
3(ok144) mutant animals (Fig. 1d), which indicates
that the antibody specifically recognizes TIAR-1 protein.
The tm361 allele carries a 579 bp deletion that elimi-
nates exon 3 and 33% of exon 4 (Fig. 1¢). RT-PCR
experiments revealed that tiar-1(tm361) animals
expressed a transcript of 1054 bp. This transcript was
not in frame and had lost 232 bp of the original ORF
between positions 242 and 475.

TIAR-1 protein levels were slightly lower in mutants
with a feminized germline [fem-1(bc17) (79%; Kimble
et al., 1984)], a masculinized gonad [fem-3(q20gf)
(75%; Barton et al., 1987)] or a reduced germline [glp-
4(bn2) (71%; Beanan and Strome, 1992; Fig. 1e]. These
data demonstrate that TIAR-1 is not exclusively
expressed in the germline, and that its expression is
abundant in somatic tissues. However, it is intriguing
that TIAR-1 expression is similarly affected in mutants
that do not have germline, sperm, or oocytes. A possi-
ble explanation for this is that perhaps whenever some

FIG. 1.

The C. elegans TIA-1/TIAR homolog TIAR-1 is expressed in both somatic and germline. (a) Protein alignment in the TIA-1/TIAR

family. The alignment was performed using human TIA-1 and TIAR and C. elegans TIAR-1/2/3 sequences, and the Clustal W Method. Con-
served residues are marked with black boxes. The peptide against which the antibody was generated is shown in yellow. The conserved
RRM motifs are shown in blue, and the prion-like domain is shown in brown. (b) Phylogenetic analysis of the TIA-1/TIAR family. Saccharo-
myces cerevisiae PUB1 protein is used as an out-group. The length of each pair of branches represents the distance between sequences,
and the units at the bottom of the tree indicate the number of substitution events. (c) Schematic representation of the tiar-7 gene and its
protein. Peptide: QEKPSHYNEKSYDE. RRM: RNA recognition motifs. (d,e) Western blot analyses of whole-animal protein from 100 one-
day-old animals of the indicated background. The blots were probed with the affinity-purified rabbit TIAR-1 antibody. A commercial mouse
o-tubulin antibody (Sigma) was used for the loading control. Molecular markers are shown on the right, and expression levels are indicated

at the bottom.
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Table 1
tiar-1(tm361) Produce Fewer Offspring Than Wild Type Animals and Show Increased Embryonic Lethality

% Offspring (n) % Embryonic lethality (n) % Sperm (n)

Genotype 20°C 25°C 20°C 25°C 20°C 25°C
N2 100 (50) 100 (51) 0.4 (40) 1.2(41) ND 100 (30)
tiar-1(tm361) 47.4 (39) 0.7 (42) 7.8 (39) 0.0 (42) ND 94.2 (30)
N2 vs 3 him-8(e1489) 100 (4) ND 4.5(4) ND ND ND
tiar-1(tm361) vs 3 him-8(e1489) 43.6 (8) ND 7.2 (8) ND ND ND

3 him-8(e1489) ND ND ND ND 100 (15) 100 (15)

3 tiar-1(tm361); him-8(e1489) ND ND ND ND 48.7 (15) 34.7 (15)

9 fog-2(q71) vs 3 him-8(e1489) 100 (17) ND 0.4 (17) ND ND ND

9 fog-2(q71) vs 3 tiar-1(tm361); 22.7(7) ND 4.4(7) ND ND ND
him-8(e1489)
tiar-1(tm361); Pstiar-19fp:tiar-1 82.3(22) 7.4 (23) 31.6 (22) 15.5 (23) ND ND
tiar-1(tm361); Ppje-1gfo:tiar-1 26.1 (20) 12.1(20) 1.4 (20) 0.6 (20) ND ND
tiar-1(tm361); PLyiar1tiar-1:gfo 59.8 (25) 35.6 (25) 2.7 (25) 0.6 (25) ND ND

Hermaphrodites were individually selected as L4 larvae and then transferred to new plates every 24 h over the course of 3 or 4 days,
depending on the temperature (25 or 20°C, respectively). Plates were scored for dead embryos and surviving offspring every 24 h. Embryos
that did not hatch within 24 h after laying were considered dead. To study oocytes contributions to fertility, we crossed tiar-1(tm361) her-
maphrodites with him-8(e1489) males. To study male fertility, tiar-1(tm361);him-8(e1489) males were crossed with fog-2(q71) females. To
determine sperm number, we stained extruded gonads from one-day-old males with DAPI and counted sperm under a fluorescent micro-

scope. The percentages of each category are shown, with the number of animals tested is given in parentheses. ND: not determined.

alterations in the germline occur, TIAR-1 somatic
expression is affected as a result.

Whole-mount immunostaining revealed that TIAR-1
had a diffuse pattern of expression in the cytoplasm of
several tissues (Supporting Information Fig. Sla-d,i),
and this expression was reduced in tiar-1(tm361) ani-
mals (Supporting Information Fig. Sle-h,j). TIAR-1
expression was particularly observed in germ cells
where sometimes it has a perinuclear association (see
insets in Supporting Information Fig. Sla-d,i). In dis-
sected wild-type hermaphrodite gonads, TIAR-1 was
observed in the cytoplasm (Fig. 2a), and this expression
was reduced in tiar-1(tm361) animals but not affected
in tiar-2(tm2923) or tiar-3(ok144) animals (Fig. 2b-d).
TIAR-1 expression appears lower in the most proximal
oocytes (Fig. 2a,c,d). In male gonads, TIAR-1 was
expressed in the cytoplasm of all germ cells except
mature sperm (Supporting Information Fig. S1k,D).
Unexpectedly in extruded gonads, we did not see TIAR-
1 associated with perinuclear granules, as was observed
in whole-mount immunostaining. A possible explana-
tion is that TIAR-1 may not associate with perinuclear
granules very tightly therefore its association is easily
lost during certain fixation methods or manipulations.
Another possible explanation is that TIAR-1 associates

to perinuclear granules transiently and only during cer-
tain conditions.

During embryogenesis, TIAR-1 was observed in all
blastomeres and its levels seemed to increase at later
stages relative to early stages (Fig. 2e-g). In late stages
of embryogenesis, TIAR-1 was again observed in germ
cell perinuclear granules (Fig. 2g; arrowhead). A granu-
lar pattern and cortex-like signal background artifacts
were observed in tiar-1(tm361) embryos, but differen-
ces between specific TIAR-1 expression and back-
ground were clearer in older embryos (Fig. 2e-j), likely
because TIAR-1 was expressed at low level at earlier
stages.

To study TIAR-1 in vivo, we produced transgenic ani-
mals using microparticle bombardment (Praitis et al.,
2001). Our first attempt used a construct that carried
300 bp of the predicted tiar-1 promoter, gfp, 1227 bp
of the tiar-1 ORE and 485 bp of the downstream 3’
UTR (Pgyiar18fp-tiar-1; the S denotes the shorter pro-
moter). This construct was expressed in the soma in a
pattern similar to that observed for the native protein
by immunostaining (compare Fig. 2e-g and Supporting
Information Fig. S1i with S1m,p,r-v), but it was not
expressed in the germline, possibly because of natural
transgene silencing in this tissue (Kelly et al., 1997). It

FIG. 2. TIAR-1 is mainly expressed in the cytoplasm of C. elegans gonads and embryos. Gonads (a-d) and embryos (e-j) from the indi-
cated background were dissected and stained with the affinity-purified TIAR-1 antibody. TIAR-1 expression in wild-type (a), tiar-1(tm361)
(b), tiar-2(tm2923) (c), and tiar-3(ok144) (d) gonads. TIAR-1 expression in wild-type (e-g) and tiar-1(tm361) (h—j) embryos. (k=X) Pp¢iar-1TIAR-
1:GFP is localized in cytoplasm and sometimes is associated with P granules. (k-n) Py stiar-1:gfp transgenic animals were mounted and
observed by fluorescence microscopy. Arrowheads point to P granules in k. P41 TIAR-1:GFP expression in the nuclei of ~60-cell embryo
(n; arrows). (0-V) Py qtiar-1:gfp transgenic embryos were dissected and stained with GFP and PGL-1 antibodies. (w) The loop area of a
gonad arm of Py, tiar-1:9fp transgenic animals showing P granule localization (arrowheads). (X) Py a1 TIAR-1:GFP is expressed diffusely
in the cytoplasm in the gonad. P, .-;TIAR-1:GFP expression is slightly decreased in the most proximal oocytes, especially in the —1
oocyte. This low expression continues throughout early embryogenesis. d: distal; p: proximal. Pictures from k to n have different exposure
to ensure the visualization of P granules and the nuclear localization.
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FIG. 3.

Loss of tiar-1 results in oogenesis defects. (a-c) Nomarski views of gonads from one-day-old wild-type (a) and tiar-1(tm361) (b,c)

hermaphrodites grown at indicated temperatures. The percentage of animals with the depicted phenotype is shown in each picture. The
clasps in b,c indicate abnormal oocytes. (d,e) Immunofluorescent images of extruded gonads from one-day-old wild-type and tiar-1(tm361)
animals stained with an antibody against the yolk receptor protein RME-2 (red) and DAPI (blue). The arrowheads in e point to endomitotic

oocytes. d: distal; p: proximal; G1: gonad 1; G2: gonad 2.

is also possible that the construct was lacking a DNA
region required for germline expression.

Therefore, we generated a second construct carrying
1997 bp of the tiar-1 promoter, 1966 bp of the tiar-1
genomic sequence, gfp and 1500 bp of the tiar1 3’
UTR (P itiar-1.gfp; the L denotes the longer pro-
moter). Py, TIAR-1:GFP expression was similar to the
expression of the native protein as measured by anti-
body staining in soma and germline, and also to the
expression of the previous transgene (Supporting Infor-
mation Fig. Slo,2k-n,x). Interestingly, we observed
Prtiar- i TIAR-1:GFP associated with perinuclear granules
(Fig. 2k,w; arrowheads). This association was only
observed occasionally when we used antibody staining
of the native protein (Fig. 2g and Supporting Informa-
tion S1a-d). To test if observed perinuclear granules are
P granules, we used PGL-1 as a marker (Kawasaki et al.,
1998). We immunostained Py,;,,.;TIAR-1:GFP animals
using GFP and PGL-1 antibodies and observed a colocal-
ization between these two markers (Fig. 20-v). These
data suggest that TIAR-1 associates with P granules.

Occasionally, nuclear expression of Pj,;,,.;TIAR-
1:GFP was observed in some embryos (Fig. 2n; arrows).
Similar to what we observed using TIAR-1 antibody in
inmunostainings, Pj,,.;TIAR-1:GFP expression appears

reduced in the most proximal oocytes (—1 and —2
oocytes; Fig. 2x). This lower expression of TIAR-1 trans-
gene continues through early embryogenesis (Fig. 2x).

To study solely TIAR-1 expression in the germline,
we decided to use the pie-I promoter (Stitzel et al.,
2000). This construct carried 3845 bp of the pie-1 pro-
moter, gfp, 1966 bp of the tiar-1 genomic sequence and
879 bp of 3'UTR (Ppe.,gfp:tiar-1), and it was expressed
in the gonad in a manner similar to that of the native
protein as measured by antibody staining (Supporting
Information Fig. S1n,q,w-a’). The expression of this
construct was observed occasionally associated with
perinuclear granules in embryos (Supporting Informa-
tion Fig. Slw,x). Similar to what we previously
observed, the Pp,,.;gfp:tiar-1 transgene associates with
perinuclear granules in certain conditions supporting
the idea that the association of TIAR-1 to these struc-
tures is transient or easily affected.

TIAR-1 Is Important for Fertility

tiar-1(tm361) animals are shorter and move more
slowly suggesting that TIAR-1 might have a somatic
function, but in this manuscript, we will focus on its
germline role. tiar-1(tm361) hermaphrodites show
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temperature-sensitive sterility because they had 47.4%
offspring and 7.8% embryonic lethality at 20°C, whereas
at 25°C, they had only 0.7% offspring and almost no
embryos were found (Table 1). We thus evaluated
whether the low fertility was influenced by oocyte
defects. We crossed tiar-1(tm361) hermaphrodites with
bim-8(1489) males. him-8(e1489) hermaphrodites pro-
duce 30% more males than wild-type animals, and they
are often used for fertility experiments (Riddle et al.,
1997). Crossed tiar-1(tm361) hermaphrodites produced
43.6% offspring and showed 7.2% embryonic lethality at
20°C (Table 1). This result suggests that oocyte defects
are in part responsible for the low fertility observed in
tiar-1(tm361) hermaphrodites.

Nomarski microscopy revealed that a low percentage
of tiar-1(tm361) gonads presented atypical oocytes
(9.5%) while the rest of gonads appeared wild-type.
This phenotype increased at 25°C (64.8%; Fig. 3a-c).
Using an antibody against the yolk receptor RME-2,
which is an oocyte marker (Grant and Hirsh, 1999), and
DAPI, we observed that some tiar-1(tm361) oocytes
displayed enlarged nuclei with increased DNA content
(Fig. 3d,e; arrowheads). This phenotype is known as
Emo (endomitotic replication of the DNA within the
oocyte) and is typically coupled with ovulation defects
(Iwasaki et al., 1996). Our results suggest that TIAR-1
might play a role in oogenesis and/or ovulation.

We next investigated whether TIAR-1 is required for
spermatogenesis. We first stained dissected gonads with
DAPI to detect nuclei. tiar-1(tm361) hermaphrodites
produced almost a wild-type number of spermatids at
25°C (94.2%; Table 1). We next analyzed the require-
ment for TIAR-1 in the male gonad. To obtain more
males, we generated a double mutant: tiar-1(tm361);
bim-8(el489). These double mutant males produced
fewer sperm than him-8(e1489) males (48.7 and 34.7%
at 20 and 25°C, respectively; Table 1). To assess the fer-
tility of tiar-1(tm361);him-8(el489) males, we set up
crosses with fog-2(q71) animals. fog-2(q71) animals
exclusively produce oocytes, but they are fertile when
crossed (Schedl and Kimble, 1988). fog-2(q71) females
crossed with tiar-1(tm361);him-8(el489) males pro-
duced only 22.7% offspring and showed 4.4% embry-
onic lethality (Table 1).

Because tiar-1(tm361) animals exhibit a deficient
locomotion, it is also possible that they cannot mate
efficiently. To assess this possibility, we marked sperm
mitochondria using Mitotracker (Life Technologies,
Carlsbad, CA; Hill and L'Hernault, 2001). Only 11% of
the fog-2(q71) females crossed with tiar-1(tm361);
bim-8(e1489) males carrying labeled sperm, which
indicates that these males could not cross efficiently.
Despite this deficiency, whenever crosses were success-
ful, animals had offspring although less than wild-type
animals. Together these data suggest that TIAR-1 also
plays a role during spermatogenesis.

We evaluated the fertility and embryonic lethality in
the rescued animals. tiar-1(tm361);Ps;jqy 1fp:tiar-1 ani-
mals (somatic tissues expression) showed an improve-
ment in fertility (82.3%) at 20°C; however, their
embryonic lethality was high (31.6%; Table 1). These
data suggest that there are some functions of TIAR-1 in
somatic tissues, which can be related to the somatic
gonad that influence fertility. tiar-1(tm361);Pye.
1&fP:tiar-1 animals (germline expression) had 26.1% off-
spring and 1.4% embryonic lethality at 20°C (Table 1).
tiar-1(@m361);Pryiqy tiar-1:gfp animals (soma/germline
expression) showed 59.8% fertility and 2.7% embryonic
lethality at 20°C. The three rescued animals showed a
slight improvement in fertility and embryonic develop-
ment at 25°C (Table 1). It seems that TIAR-1 expression
in the germline is important for embryo development
because when an improvement in fertility was observed
in tiar-1m361);Pga-,8fD:tiar-1 animals (somatic tis-
sues expression), embryonic lethality was higher.

There was an improvement in fertility when TIAR-1
was expressed in solely in the germline or in a soma/
germline combination; however, it is unclear why the
Priiaritiar-1:gfp construct was unable to fully rescue
these phenotypes. It is possible that some elements
required for TIAR-1 function were still missing in Pr;,,.
stiar-1:gfp construct or that the genomic region where
transgene was inserted is affected. Another possible
explanation is that the addition of the GFP to the TIAR-
1 construct could have an effect on its function. Regard-
less, our data suggest that TIAR-1 expression in the
soma and the germline is important for both embryo-
genesis and fertility.

TIAR-1 Is Required to Induce Germ Cell Apoptosis
Under Several Types of Stresses

Six hours of food deprivation induces germ cell apo-
ptosis in C. elegans although the gonad still remains
healthy (Salinas et al., 2006). We originally found tiar-1
in an RNAi screen to identify genes that regulate
starvation-induced germ cell apoptosis. To test whether
tiar-1, tiar-2, and tiar-3 are involved in apoptosis, we
crossed each mutant with the MD701 strain (Py,,,.-ced-
1:gfp), which is used for detection of germ cell engulf-
ment (Schumacher et al., 2005). To induce starvation,
we exposed the animals to 6 h of bacteria deprivation
and then analyzed them under a fluorescent micro-
scope. According to our previous findings, germ cell
apoptosis increases by up to 2.0-fold in starved ced-
1:gfp control animals (Fig. 4a and Table 2; Salinas et al.,
20006). In control conditions, tiar-1(tm361);ced-1:gfp
animals showed a slightly decreased number of physio-
logical germ cell corpses but did not exhibit increased
apoptosis under starvation (Fig. 4a and Table 2). tiar
2(tm2923);ced-1.gfp and tiar-3(ok144),ced-1.gfp ani-
mals showed normal levels of physiological and
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FIG. 4.
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starvation-induced germ cell apoptosis (Fig. 4a and
Table 2). To validate these data, we used RNAI to silence
each gene in a ced-1:gfp background. We obtained simi-
lar results; except that we did not found a decrease
number in physiological germ cell corpses in ced-
1.gfp;tiar-1(RNA7) animals while ced-1:gfp;,tiar-3(RNA7)
animals showed a slightly increased number in this type
of cell death (Fig. 4b and Table 2).

To test the redundancy of the C. elegans TIA-1/TIAR
family of proteins in germ cell apoptosis, we silenced
the ced-1 gene in a triple mutant. Cell corpses can be
detected under Nomarski microscopy directly and ced-1
silencing or deletion aids their detection. CED-1 is a
receptor involved in the engulfment process whose
absence induces the accumulation of cell corpses (Zhou
et al., 2001). First, we confirmed silencing efficiency by
feeding ced-1 dsRNA to MD701 animals and we observed
that the ced-1:gfp expression decreased considerably its
expression (Fig. 4c-f). 'Triple tiar-1(tm361);tiar-
2(tm2923);tiar-3(ok 144),ced-1(gfp) mutant animals did
not show starvation-induced apoptosis even after two
days of adulthood (Fig. 4g and Table 2) confirming that
only TIAR-1 is required for this process.

We studied the somatic and germline contributions of
TIAR-1 to starvation-induced germ cell apoptosis in ani-
mals rescued with transgenic lines. We found that two-
day old tiar-1(tm361);Ps;,,. 18fp:tiar-1;ced-1(RNAZ) ani-
mals (somatic tissues expression) did not show a signifi-
cant increase in apoptosis in response to starvation (Fig.
4h and Table 2). In contrast, two-day old tiar
1(@m361),P. 1gfp:tiar-1;ced-1(RNAi) (germline expres-
sion) and tiar-1(Am361);Pyy,. tiar-1:gfp,ced-1(RNA%L)
(somatic/germline expression) animals exhibited apopto-
sis during starvation (Fig. 4h and Table 2). Our results
suggest that TIAR-1 germline expression is required for
starvation-induced germ cell apoptosis.

We next evaluated whether TIAR-1 is necessary to
induce apoptosis in other conditions like osmotic, oxida-
tive, heat shock and UV stress (Derry et al., 2001; Salinas
et al., 2006; Schumacher et al., 2001; see Materials and
Methods for details). We found that TIAR-1 is required to
induce apoptosis under all tested stress conditions (Fig.
5a and Table 2) suggesting that TIAR-1 might play a more
general role during germ cell apoptosis.

TIAR-1 Induces Germ Cell Apoptosis Downstream
of ced-9

Since TIAR-1 is required to induce germ cell apopto-
sis via several pathways that converge on CED-9, we

decided to test if this protein is required for germ cell
death when ced-9 is silenced. CED-9 is the C. elegans
homolog of BCL2, which protects cells from apoptosis
by preventing the activation of CED-3/caspase by bind-
ing CED-4/APAF1 (Lettre and Hengartner, 2006). Thus,
when CED-9 is absent, massive apoptosis is triggered,
which in some cases can result in lethality (Hengartner
et al., 1992). First, we evaluated ced-9 silencing effi-
ciency by semiquantitative RT-PCR and found that its
expression was diminished ~50% in wild-type or tiar-
1(m361) backgrounds (Fig. 5b). This silencing effi-
ciency is similar to that obtained by Ito et al. (2010).

As expected, ced-9 silencing in ced-1:gfp control ani-
mals caused a significant increase in germ cell apoptosis
(2.7-fold; Fig. 5c and Table 2). However, a less substantial
increase (1.3-fold) in germ cell apoptosis was observed
in tiar-1(tm361);ced-1:gfp;,ced-9(RNAi) animals (Fig. 5¢
and Table 2). To confirm these results, we used acridine
orange staining as an alternative apoptosis detection
technique (Navarro et al., 2001). Wild-type control ani-
mals showed a mean count of 1.7 germ cell corpses per
arm of the gonad, whereas ced-9(RNAi) animals con-
tained 11.4 germ cell corpses/arm (a 6.7-fold increase;
Fig. 5d and Table 2). In control tiar1(tm361) animals,
we detected a mean of 1.1 germ cell corpses/arm; how-
ever, when ced-9 was silenced, we observed only 2.7
germ cell corpses/arm (a 2.5-fold increase) (Fig. 5d and
Table 2). Our results demonstrate that TIAR-1 acts down-
stream of CED-9 to induce germ cell apoptosis.

TIAR-1 mammalian  counterparts are  well-
characterized RNA binding proteins that act on mRNA
to regulate splicing (Del Gatto-Konczak et al., 2000;
Forch and Valcarcel, 2001; Forch et al., 2000, 2002;
Izquierdo et al., 2005; Le Guiner et al., 2001; Zuccato
et al., 2004) or stability (Yamasaki et al., 2007). There-
fore, we tested whether the expression of genes that
are downstream of ced-9, like ced-4 and ced-3, was
affected in the absence of tiar-1. We used ced-3 and
ced-4 specific oligonucleotides to perform semi-
quantitative RT-PCR of cDNA obtained from wild-type
and tiar-1(tm361) one-day-old animals that were well-
fed or starved for 6 h. While ced-3 does not seem to
have alternative splicing forms, ced-4 has two known as
short (S) and long (L), which have opposite functions
(Shaham and Horvitz, 1996). ced-4S (the predominant
transcript) induce apoptosis, while ced-4L has antiapop-
totic function (Shaham and Horvitz, 1996).

In wild-type animals and during starvation, ced-4L
showed a minor increase in its accumulation (Fig. 5€)

FIG. 4. Starvation-induced germ cell apoptosis requires TIAR-1 germline expression. Animals of the indicated backgrounds were
exposed to starvation conditions as described in the Materials and Methods. Cell corpses were counted under fluorescent (a,b) or DIC (g
and i) microscopy. The numbers of germ cell corpses per gonad arm were counted in one-day-old (a,b) or two-day-old (g,h) living animals.
We used RNAI to knock down tiar-1, tiar-2, and tiar-3 (b) and ced-1 (c-h), and empty plasmid (EP) was used as a control. (c—f) Fluorescence
(c, d) or DIC (e,f) images of ced-1:gfp;EP(RNAJ) and ced-1:gfp;ced-1(RNAI) animals. Error bars represent the SEM. P-values were deter-
mined by unpaired t-tests (Mann Whitney). See Table 2 for germ cell apoptosis number and statistics.
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while ced-4S and ced-3 did not show a significant differ-
ence on their expression. Unfortunately, we did not
find significant differences in the accumulation levels of
ced-4S, ced-4L, and ced-3 mRNAs when tiar-1 was
absent neither in control or starvation conditions (Fig.
5e). Furthermore, we did not observe differences in the
accumulation of the splicing forms of ced-4L vs ced-4S
(Fig. 5€). These results suggest that TIAR-1 does not reg-
ulate the splicing or mRNA accumulation levels of ced-
4S8, ced-4L, and ced-3 during normal or starvation
conditions.

DISCUSSION

The TIA-1/TIAR protein family has been studied for sev-
eral years in tissue culture (Anderson and Kedersha,
2002a,b; Buchan and Parker, 2009; Forch and Valcircel,
2001; Kedersha and Anderson, 2007); however, rela-
tively few studies have been performed in the context of
a whole organism (Beck et al., 1998; Kharraz et al.,
2010; Piecyk et al., 2000). Here, we show that the TIA-1/
TIAR family has three homologs in C. elegans and dem-
onstrate that TIAR-1 is the only one that has a conserved
role in apoptosis. We showed that TIAR-1 is expressed in
the cytoplasm of soma and germ cells where it occasion-
ally associates with P granules. Although TIAR-1 appears
to play important roles during larval development, loco-
motion, and embryogenesis, in this work, we focused on
its function in the germline. We found that TIAR-1 is
important for fertility and promotes germ cell apoptosis
downstream of the C. elegans BCL2 homolog CED-9
under different stress conditions.

TIAR-1 Belongs to the TIA-1/TIAR Family of
Proteins

TIAR-1 displays slightly higher amino acid structural
identity with the human TIA-1 and TIAR (46% and 43%,
respectively) than TIAR-2 (40% and 40%) or TIAR-3
(31% and 33%). Similar to the human TIA-1/TIAR pro-
teins, TIAR-1 and TIAR-2 contain a prion-like domain
and three RRM motifs. In contrast, TIAR-3 does not con-
tain a prion-like domain and possesses only two RRM
motifs (Fig. 1a). Furthermore, here we show that TIAR-
1 is the only member of the C. elegans TIA-1/TIAR fam-
ily of proteins that is required to induce germ cell apo-
ptosis under different stress conditions (Figs. 4 and 5).
TIAR-1 is ubiquitously expressed at all C. elegans devel-
opmental stages. Diffuse cytoplasmic expression was
observed in most cells (Fig. 2 and Supporting Informa-
tion S1). We found TIAR-1 occasionally associated with
P granules in the germline (Fig. 2 and Supporting Infor-
mation S1). Because we do not see, TIAR-1 always asso-
ciated with P granules using immunostainings and/or in
transgenic animals, we suggest that its association with
these structures might be transient or sensitive to cer-
tain conditions or manipulations.

Members of the TIA-1/TIAR family localized to nuclei
and cytoplasm in mammalian cells (Kedersha et al.,
1999; Zhang, 2005). Although TIA-1 and TIAR proteins
do not contain a NES (nuclear exportation sequence)
domain, some of these proteins shuttle between the
cytoplasm and the nucleus (Kedersha et al., 1999;
Zhang, 2005). In the nuclei, members of the TIA-1/
TIAR family participate in splicing (Del Gatto-Konczak
et al., 2000; Forch and Valcarcel, 2001; Forch et al.,
2000, 2002; Izquierdo et al., 2005; Le Guiner et al.,
2001; Zuccato et al., 2004); while in the cytoplasm
they regulated mRNA stability and translation (Kawai
et al., 2006; Kuwano et al., 2008; Lopez de Silanes
et al., 2005; Piecyk et al., 2000; Yamasaki et al., 2007).

Although in C. elegans TIAR-1 is primarily expressed
in the cytoplasm and does not contain a NES domain;
this protein was occasionally observed in embryonic
nuclei (Fig. 2n), which suggests that it might shuttle
between the cytoplasm and the nucleus under certain
conditions. Similarly, a previous report showed nuclear
accumulation of TIAR-2 in oocytes (Jud et al., 2008).
The main localization of TIAR-1 into the cytoplasm sug-
gests that in C. elegans this protein could play a more
important role in functions related to mRNA stability or
repression and not to splicing. Although it is possible
that TIAR-1 needs a specific interaction or condition to
be located in the nuclei.

TIAR-1 Is Important for Fertility

tiar-1 ablation results in short animals with slow loco-
motion, embryonic lethality and germline defects.
Among germline phenotypes are temperature-sensitive
fertility defects due to oogenesis and spermatogenesis
problems (Fig. 3 and Table 1). At 25°C some tiar-
1(tm361) animals showed oocytes that appeared
abnormal and present an Emo phenotype (Fig. 3e),
which typically occurs in cases of oocyte maturation/
ovulation defects (Iwasaki ef al., 1996). tiar ’~ mice
are also sterile, but this deficiency is attributed to a lack
of spermatogonia/oogonia (Beck et al., 1998). In
tiar~’~ mice, primordial germ cells are reduced in
number but still migrate to the genital ridge, although
they are not eliminated by apoptosis (Beck et al., 1998).
Accordingly, with this, we did not observe an increase
in physiological germ cell apoptosis in tiar-1(tm361)
hermaphrodites (Fig. 4a). The variability in the somatic
and germline phenotypes of tiar-1(tm361) animals and
their mammalian counterparts may be due to the vari-
ety in the downstream targets of affected proteins (Kim
et al., 2007; Lopez de Silanes et al., 2005).

TIAR-1 Induces Germ Cell Apoptosis Downstream
of CED-9

TIA-1 and TIAR were originally described as cytotoxic
granule-associated RNA-binding proteins with pro-
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FIG. 5.
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apoptotic functions (Kawakami et al., 1992; Tian et al.,
1991). One of the mechanisms by which TIA-1 induces
apoptosis in mammals is by promoting an alternatively
spliced form of the pro-apoptotic Fas receptor (Forch
et al., 2000; Izquierdo et al., 2005). To our knowledge,
C. elegans has no Fas homolog; therefore, TIAR-1 must
function through a different pathway and here we dem-
onstrate that TIAR-1 acts downstream of CED-9/BCL2 to
induce germ cell apoptosis (Fig. 5d). We also show that
TIAR-1 is required to induce germ cell apoptosis under
several stress conditions that are activated via different
pathways (Figs. 4 and 5; Derry et al., 2001; Salinas et al.,
2006; Schumacher et al., 2001) suggesting that TIAR-1
might have a general role regulating germ cell death.

Although mammalian TIA-1 and TIAR had been
implicated as splicing regulators (Del Gatto-Konczak
et al., 2000; Forch and Valcircel, 2001; Forch et al.,
2000, 2002; Izquierdo et al., 2005; Le Guiner et al.,
2001; Zuccato et al., 2004), we found that TIAR-1
does not seem to regulate the alternative splicing
forms of ced-4 to induce germ cell apoptosis (Fig.
5e). This idea is supported by the fact that we
barely found TIAR-1 in germ cells nuclei (Figs. 2
and Supporting Information S1). Members of the
TIA-1/TIAR family of proteins can also regulate the
stability of certain mRNAs (Yamasaki et al., 2007);
however, TIAR-1 does not seem to be regulating the
accumulation of ced-4L, ced-4S or ced-3 mRNAs
under normal or stress conditions (Fig. 5e).

In mammals, during normal conditions the cyto-
chrome ¢ mRNA is being actively translated, but
when cells are subject to stress TIA-1 represses its
translation (Kawai et al., 2006). Therefore, a possible
scenario is that in C. elegans TIAR-1 could be regu-
lating ced-4L, ced-4S, or ced-3 mRNA translation.
Finally, it is also possible that TIAR-1 is regulating
the splicing, stability or translation of one of the ced-
4L, ced-4S, or ced-3 regulators to induce stress-
induced germ cell apoptosis.

Despite the fact that the tiar-1(tm361) phenotype is
pleiotropic, these animals did not have increased physi-
ological germ cell apoptosis (Fig. 4). Indeed, we
observed that tiar-1(tm361);ced-1:gfp animals showed
slightly lower physiological germ cell apoptosis (Fig.
4a) suggesting that might play a minor role in physiolog-
ical germ cell apoptosis. Although it has been shown
that sometimes somatic tissues can influence germ cell
apoptosis (Ito et al., 2010), we found that TIAR-1

expression solely in the germline is sufficient to trigger
germ cell apoptosis (Fig. 4h).

Our data suggest a scenario where TIAR-1 converges
on the same regulatory point downstream of CED-9 to
induce germ cell apoptosis under conditions like starva-
tion, heat shock, DNA damage, osmotic and oxidative
stress, which are controlled via different regulatory
pathways (Fig. 6). Since TIAR-1 is a putative RNA-
binding protein whose mammalian homologs regulate
mRNA splicing, expression or degradation, it is possible
that this protein regulates one of these aspects in a key
component of the apoptosis machinery to induce apo-
ptosis under stress.

MATERIALS AND METHODS

Nematode Culture and RNAi

The maintenance and genetic manipulation of C. ele-
gans strains (Supporting Information Table S1) derived
from the wild-type Bristol strain N2 were following
standard conditions (Brenner, 1974) at indicated tem-
peratures (20, 24, or 25°C).

RNAi was performed by feeding as previously
described (Timmons et al., 2001). RNAi constructs for
the tiar-1, tiar-2 and ced-1 genes were obtained from
the C. elegans RNAi v1.1 feeding library (Open Biosys-
tems). The following genes were cloned using the indi-
cated primers: tiar3 (5-ATGTGCTTACCAACTGCG
ACTCC-3' and 5'-TCACCATTGTGGGAAGGAACTG-3")
and ced-9 (5-GGAATTCCCGATATTCGAGAAGAAGCA
CG-3 and 5-GGGGTACCCCTTACTTCAAGCTGAAC
ATCATC-3"). The products were digested with EcoRI
and Kpnl and cloned into the feeding vector
(PD129.36), and the resulting plasmid was transformed
into Escherichia coli strain HT115.

Antibody Production and Western Blot Analysis

Rabbit polyclonal TIAR-1 antibodies were raised
against the TIAR-1 peptide QEKPSHYNEKSYDE (resi-
dues 218 to 231). The peptide was synthesized (Sigma)
and injected into two rabbits according to Sigma proto-
cols. The TIAR-1 antibody was purified from the rabbit
antisera by TIAR-1 peptide affinity column (Sulfolink,
Pierce).

For Western blot analysis, 100 C. elegans hermaphro-
dites from the indicated backgrounds were grown at 20
or 25°C, collected and washed in PBS 1X with loading

FIG.5. TIAR-1 is required to induce germ cell apoptosis under several stress conditions and in the absence of CED-9. Animals of the indi-
cated backgrounds were exposed to stress conditions as described in the Materials and Methods. (a,c,d) Germ cell corpses were counted
under fluorescent microscopy using a ced-1:gfp background (a,c) and acridine orange (d). The numbers of germ cell corpses per gonad
arm were counted in one-day-old living animals. (b) Semi-quantitative RT-PCR to evaluate ced-9 silencing efficiency. (b-d) We used RNAi
to knock down ced-9 expression and an empty plasmid (EP) was used as a control. Error bars represent the SEM. P-values were deter-
mined by unpaired t-tests (Mann Whitney); see Supporting Information Table S1. (e) Semiquantitative RT-PCR to evaluate mRNA expression
levels of ced-4S, ced-4L, and ced-3 in wild-type and tiar-1(tm361) animals in control and starvation conditions.
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FIG. 6. Model depicting tiar-1 germline requirement for stress-induced germ cell apoptosis. Because TIAR-1 acts downstream of CED-9
to induce apoptosis, we hypothesize that this protein induces germ cell apoptosis by regulating the mRNA splicing, stability, or translation

of ced-4, ced-3, or some of their regulators (dotted lines).

buffer and DTT (174 mM). To extract protein, samples
were boiled for 5 min and spun for 1 min at 13,000
rpm. The supernatant was loaded into 10% polyacryl-
amide gel, which was subsequently transferred onto an
Immobilon-P PVDF membrane (Millipore) following
standard procedures. Membranes were initially incu-
bated with the TIAR-1 antibody (1:500) and then with a
secondary HRP-conjugated goat anti-rabbit antibody
(1:1000; Pierce). Bound antibody was detected using
Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate
(Pierce). An a-tubulin monoclonal antibody (Sigma,
T9026) was used as a loading control. The TIAR-1 anti-
body obtained from the first rabbit only recognized one
specific band in Western blotting experiments (Fig. 1¢),
but the TIAR-1 antibody obtained from the second rab-
bit recognized two main bands of ~46 kDa and ~65
kDa (Supporting Information Fig. S2). The ~46 kDa
band appeared to be the TIAR-1 protein, but the other
band (~65 kDa) appeared to be non-specific because it
was still present in protein extracts from a triple tiar
2(tm2923)tiar-1(tm361);tiar-3(ok144) mutant (Sup-
porting Information Fig. S2). Because this antibody did
not specifically recognize the TIAR-1 protein, it was not
used in subsequent experiments.

Immunofluorescence Analysis

For TIAR-1, PGL-1 and RME-2 immunolocalization in
gonads and embryos, samples were processed as previ-
ously described (Salinas et al., 2007). Briefly, extruded
gonads or embryos from one-day-old gravid adults
grown at 20 or 25°C were frozen in liquid nitrogen,

freeze-cracked, fixed in methanol at —20°C for 1 min
and treated with 1X PBS, 3.7% paraformaldehyde, 80
mM HEPES, 1.6 mM MgSO4, and 0.8 mM EGTA for 30
min at room temperature. The affinity-purified rabbit
anti-TTAR-1 antibody was applied at a 1:100 dilution,
the PGL-1 and RME-2 antibodies were diluted as in pre-
vious studies (Grant and Hirsh, 1999; Kawasaki et al.,
1998). Cy3-conjugated goat anti-rat (Jackson ImmunoR-
esearch Laboratories) and Alexa Fluor 488-conjugated
goat anti-rabbit secondary antibodies (Molecular
Probes) were used at a concentration of 1:100, and 4,6
diamidino-2-phenylindole DAPI was used at a concen-
tration of 1 ng ul ™",

Whole-mount immunofluorescence was performed
using the Finney-Ruvkun protocol (Finney and Ruvkun,
1990). Briefly, animals grown at 20°C were suspended
in Ruvkun’s fixing solution (80 mM KCl, 20 mM Nacl,
10 mM EGTA, 5 mM spermidine, 15 mM PIPES, 25%
methanol, and 1% paraformaldehyde) and frozen in a
dry ice-ethanol bath. Samples were then treated with
1% B-mercaptoethanol followed by 10 mM DTT and
finally by 0.3% hydrogen peroxide. Samples were ini-
tially incubated with the rabbit anti-TIAR-1 antibody
(1:100) and then with 1 ng url DAPI and an Alexa
Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit antibody (1:100).
Samples were mounted in Vectashield fluorescence
medium (Vector Laboratories).

Transgenic fluorescent animals were anesthetized
with 40 mM NaNj3, mounted on agar pads and observed
under fluorescence microscopy. Images from immuno-
stained samples and Py, gfp:tiar-1, P, gfp:tiarl,
and Py, stiar-1.gfp transgenic animals were obtained
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by MRGrab 1.0.0.4 program on a Nikon Eclipse E600
microscope equipped with an AxioCam MRc digital
camera (Zeiss). All images were processed to improve
their contrast and brightness in the Image] 1.47g
program.

Phenotype Studies

To study the germline defects of tiar-1(tm361)
mutants, one-day-old adults grown at 20 or 25°C were
anesthetized (40 mM NaN3), mounted on agar pads and
observed under Nomarski microscopy [Nikon Eclipse
E6G00 microscope equipped with an AxioCam digital
camera (Zeiss)] to determine their phenotype. Because
the tiar-1(tm361) animals are sterile at 25°C, we incu-
bated L1 larvae at 25°C and allowed them to progress
to adult stages.

To study the fertility of tiar-1(tm361) mutants, her-
maphrodites were individually selected as L4 specimens
and then transferred to new plates every 24 h over the
course of 3 (25°C) or 4 (20°C) days. Plates were scored
for dead embryos and surviving offspring. Embryos not
hatched within 24 h after being laid were considered
dead. N2 was used as the control.

To obtain tiar-1(tm361) males, we employed the
bim-8(el489) strain, whose hermaphrodites produce
~30% male progeny. To test the fertility of tiar-
1(tm361),;him-8(e1489) males, we crossed three ani-
mals with one fog-2(q71) hermaphrodite for 24 h at
20°C and scored fertility, embryonic lethality and suc-
cessful mating. him-8(e1489) animals were used as the
control.

To count sperm, L4 males were incubated at 20 or
25°C for 24 h to allow them to reach adulthood. Male
gonads were then dissected, and extruded gonads were
fixed as described for immunofluorescence analysis.
The samples were then incubated for 5 min in 1X PBT
with 1 ng url DAPI. Stained gonads were visualized
using a Nikon Eclipse E600 microscope equipped with
an AxioCam digital camera (Zeiss).

Mating efficiency was evaluated as previously
described (Hill and L'Hernault, 2001). Briefly, young
adult males were incubated in a dark chamber for 3 h at
20°C in the presence of M9 medium containing 75 pM
mitotracker (Invitrogen). These males were then
crossed and left overnight at 20°C. Sperm transference
into uteri and/or spermathecae was scored under fluo-
rescence microscopy. The reported mating efficiency
reflects the proportion of successful mating events (i.e.,
when fluorescent sperm was detected in the uterus of a
female) relative to the total number of crosses.

Transgenic Line Constructions

The tiar-1 transgenes were constructed by Gateway
cloning (Invitrogen) using the following regions and
primers: tiar-1 short promoter (5-GGGGACAACTTTG

TATAGAAAAGTTGCTGGCTGAAACTTAAAATTATTTG-3/
and 5-GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTCATGG
CTTAAATGATAGATCCCTG-3’; 300  bp), tiarl
ORF + tiar-1 3'UTR (485bp) (5'-GGGGACAGCTTTCTT
GTACAAAGTGGCCATGTCCTTCTTCAACCCACCAGC-3/
and 5-GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGACTTTAC
CCTCGCATTTATTATTGTGC-3'; 1712 bp), tiar-1 gen-
e+ tiar-1 3'UTR (879bp) (5-GGGGACAGCTTTCTTG
TACAAAGTGGCCATGTCCTTCTTCAACCCACCAGC-3’
and 5-GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGAGAAGCA
TTCTGTGTCACATTAATCAG-3'; 2845 bp), tiar-1 long
promoter + tiar-1 gene (5-GGGGACAACTTTGTATAG
AAAAGTTGCTGGCTGAAACTTAAAATTATTTG-3' and 5'-
GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTTTGATGTCCTC
CAGAGTTCTGTTG-3; 3963 bp), and tiar1 3'UTR
(1500bp)  (5-GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGCC
TAAACTCCAGTATTTTTTAAAAAC-3 and 5-GGGGACAA
CTTTGTATAATAAAGTTGACATATTAGTCACAACGGTTT
CTCG-3’; 1500 bp). tiar-1 constructs were introduced
by microparticle bombardment (Praitis et al., 2001).

Stress Conditions

Stress conditions were induced as reported previously
(Salinas et al., 2006). Briefly, to simulate starvation condi-
tions, one-day-old animals were transferred to NGM plates
with or without food and incubated for 6 h. One-day-old
animals were incubated for 1 h in control M9 medium or
M9 containing 10 mM paraquat (oxidative stress) or 70
mM sodium chloride (osmotic stress); following incuba-
tion, the animals were transferred to seeded NGM plates
and allowed to recover for 1 h. To induce germ cell apo-
ptosis by heat shock, the animals were incubated at 31°C
in a water bath for 3 h and then allowed to recover for 4.5
h. To induce DNA damage, animals were exposed to 0.1 J
of UV light (Stratalinker, model 1800) and then allowed to
recover for 3.5 h. After every treatment, animals of the
appropriate strain were anesthetized and mounted for vis-
ualization of cell corpses.

Apoptosis Assays

Cell corpses were counted using Nomarski optics (for
ced-1(RNAi) experiments) or fluorescence microscopy
(for ced-1:gfp strains and acridine orange assays) For acri-
dine orange (AO) staining, animals were incubated in 200
ml of 100 uM AO in M9 for 2 h in the dark and then fed for
1 h to decrease background gut fluorescence. After treat-
ment, the animals were anesthetized with 40 mM NaN3,
mounted on agar pads and observed to visualize cell corp-
ses. All statistical analyses were performed using Prism
(GraphPad Software). All error bars indicate SEM. All ¢
tests are two-tailed unpaired #-tests (Mann Whitney).

RT-PCR

Synchronized animals grown under the described
conditions were collected in M9 medium and lysed in
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TRIzol buffer (Invitrogen). RNA was extracted from
each sample using standard phenol-chloroform-based
procedures. cDNA synthesis was performed using the
standard reverse transcription protocol from Promega.
To analyze mRNA levels, RT-PCR was performed using
specific primers for ced-9: 5-AAACGGAATGGAATG
GTTTG-3' and 5-AATTTTCCGCGTGCTTCTT-3'; ced-4S
and ced-4L: 5-TTCGAGAGTATCACGTGGATCGAG-3’
and 5- TACAACTGACGTGACATGCTCCAC-3; ced-3:
5-GAGCAAGATCTCGT TCTCGATCG-3' and 5-GTCGA
AAACACGGCTTATGGTTG-3'. Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase and actin genes (gpd-3 and act-4) were
used as loading control with the following primers:
gpd-3: 5-CAGCACAAGATCAAGGTCTACAAC-3' and 5'-
GAAGACTCCGGTGGACTCAAC-3'; and act-4: 5'-ATGT
GTGACGACGAGGTTGCC3' and 5-CTGGAAGAGAGC
CTCTGGGG-3'. The sizes of amplified fragments were
100 bp for ced-9, 295 bp for ced-4S, 361 bp for ced-4L,
247 bp for ced-3, 792 bp for act-4 and 100 bp for gpd-3.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

FIG. S1. TIAR-1 is ubiquitously expressed at all developmental stages in C. elegans.
(a-J) Wt and tiar-1(tm361) animals were collected at different stages and immunostained
with the affinity-purified TIAR-1 antibody. (k-I) Male gonads from the indicated
background were dissected, immunostained with the affinity-purified TIAR-1 antibody and
DAPI. (m-g) Animals or (r-a’) embryos of indicated transgenic strain were mounted and
observed by fluorescence microscopy. Arrows and clasps in a-d and i mark the gonad.
The clasps in k-1 mark mature sperm. Arrowheads in w-x point to P granules. h= head, d=
distal and p= proximal.
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FIG. S2. The affinity-purified TIAR-1 antibody obtained from a second rabbit is
nonspecific. Total protein extracts from 100 one-day-old animals from the indicated
strains were separated by electrophoresis and transferred onto a membrane that was
subsequently incubated with an affinity-purified antibody against TIAR-1. This antibody
was obtained from a second rabbit exposed to the same peptide used earlier. A commercial
a-tubulin antibody was used as a loading control.
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Table S1. Strain used in this work
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CAPITULO 3

MECANISMO oe
INDUCCION pe

APOPTOSIS bE TIAR-1

5.3.1 tiar-1 DISMINUYE SU EXPRESION DURANTE EL
AYUNO

nicialmente, encontramos en un microarreglo a tiar-1 como un gen

que aumenta sus niveles de expresién durante el ayuno. Con el afan

de corroborar este dato mediante otra técnica se realizaron ensayos
tipo Northern blot y RT-PCR para analizar los niveles del mRNA de
tiar-1 durante el ayuno. Estos analisis se hicieron usando RNA extraido
de animales silvestres crecidos en condiciones control y animales
ayunados por 6 h. El valor de Z para el gen tiar-1 en el microarreglo
fue de 1.9, lo que indica que aumentd sus niveles de expresion. En el
Northern blot la expresion de tiar-1 disminuyd hasta un 25% (Figura 15
A), mientras que el RT-PCR arrojo que la expresion del mRNA de tiar-
1 disminuy6 un 50% (Figura 15 B). Con base en los datos anteriores,
podemos concluir que los niveles de mRNA de tiar-1 disminuyen en
condiciones de ayuno. También, analizamos los niveles de expresion
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de la proteina TIAR-1 en condiciones de ayuno mediante Western blot,
y encontramos que los niveles de TIAR-1 disminuyeron ligeramente
(15%) (Figura 15 C).

Northen blot
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Figura 15| El mRNA'y proteina de tiar-1 disminuyen en condiciones de ayuno.
Animales sincronizados se expusieron a 6 h de ayuno. Posteriormente se colectaron y se
extrajo RNA para Northern blot (A'y B) y proteina para Western blot (C) como se indica en
Materiales y Métodos. Los nimeros entre cada panel indican los niveles de expresion. El

panel inferior corresponde al control de carga del gel en donde se utilizo el gen act-4 para A
y B, y el anticuerpo contra a-tubulina para C.
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5.3.2 EL mRNA DE tiar-1 ESTA ENRIQUECIDO EN LA

LINEA GERMINAL

Para determinar el patron de expresion del mRNA de tiar-1 en los
estadios larvarios del nematodo realizamos un Northern blot. Para
esto, sincronizamos animales con el objetivo de homogenizar su edad
y extrajimos el RNA en diferentes etapas del desarrollo (Figura 16).
Encontramos que el mRNA para el gen tiar-1 aumenta conforme crece
el animal (Figura 16). Este aumento puede estar relacionado con el
crecimiento de la gbnada, ya que ésta se desarrolla conforme el animal
alcanza el estado adulto (Figura 1).
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Figura 16| El mRNA de tiar-1 se expresa
durante todas las etapas larvarias de

C. elegans. Para realizar el Northern blot,
se sincronizaron animales en diferentes
etapas del desarrollo, se colectaron 'y
posteriormente se extrajo RNA como

se indica en Materiales y Métodos. Los
diferentes estadios larvarios estan indicados
con la letra L. Los numeros entre los
paneles indican los niveles de expresion.
El panel inferior corresponde al control de
carga del gel en donde se utilizé la sonda
para el gen act-4. JA= jovenes adultos, A=
adultos.



Dado que nuestro interés fue estudiar la funcion de TIAR-1 en
la linea germinal de C. elegans, analizamos los niveles de expresion
del mMRNA de tiar-1 en la gonada. Para esto, hicimos un Northern blot
con el RNA extraido de 3 cepas termosensibles que tienen afectado
el desarrollo de la gonada. En la cepa fem-1(hc17) los hermafroditas
producen unicamente ovocitos en la gonada [111], los hermafroditas
fem-3(g20gf) solo producen espermatozoides [112] y en la cepa glp-
4(bn2) los animales précticamente no tienen goénada [113]. En los
animales glp-4(bn2) (animales sin génada) la expresion del gen tiar-
1 disminuye un 82% (Figura 17). En la cepa fem-1(hc17) (animales
feminizados) no encontramos cambios significativos con respecto a
los animales silvestres con génada completa, mientras que en la cepa
fem-3(g20gf) (animales masculinizados) el mRNA de tiar-1 reduce un
58% su expresion (Figura 17). Estos resultados sugieren que una buena
cantidad del mMRNA de tiar-1 esta enriquecido en la linea germinal. Este
resultado coincide con los datos obtenidos por Reinke et al., en donde
mediante analisis globales de microarreglos encontraron también que
este gen esta enriquecido en la génada de C. elegans [91].
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Figura 17| El mRNA de tiar-1 esté enriquecido en la linea germinal. Animales

adultos sincronizados de las cepas indicadas colectaron y posteriormente se extrajo RNA
para realizar el Northern blot como se indica en Materiales y Métodos. glp-4(bn2): los
hermafroditas tienen una génada muy reducida; fem-1(hc17): solo producen ovocitos; fem-
3(g20gf): solo producen espermatozoides. Los nimeros entre los paneles indican los niveles
de expresion. El panel inferior corresponde al control de carga del gel en donde se utilizo la
sonda para el gen act-4.

5.3.3 TIAR-INO PARTICIPAEN LA FAGOCITOSIS Y
DEGRADACION DE LOS CUERPOS APOPTQTICOS

Anteriormente, mostramos que TIAR-1 induce apoptosis por debajo de
CED-9 [68]. C}Para discernir el mecanismo de induccién de apoptosis
de TIAR-1 durante el estrés, exploramos entre diferentes opciones
que estuvieran por debajo de la via de CED-9 como la fagocitosis y
degradacion del cuerpo apoptético.

En C. elegans, durante la fagocitosis participan dos vias funcionales
[51]. La primera via estd compuesta por el heterodimero de CED-5—
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CED-12y sus reguladores CED-2, MIG-2 y UNC-73 [114]. El segundo
grupo de moléculas involucradas en la fagocitosis esta compuesto por
el receptor de membrana CED-1 y su adaptador proteico CED-6, asi
como el transportador tipo ABC, CED-7 [96, 115, 116]. Ambos grupos
de proteinas convergen en la activacion de CED-10 que participa en
la reorganizacion de los filamentos de actina, lo cual es necesario para
fagocitar el cuerpo apoptotico [117]. En el caso de la degradacion del
cuerpo apoptotico, se han identificado ocho nucleasas (crn-1 a crn-5,
cps-6, nuc-1 y cyp-13) implicadas en este proceso [118-120].

La eliminacion de algin gen involucrado en la fagocitosis y/o

degradacion de los cuerpos apoptoticos tiene como consecuencia la
acumulacion de éstos debido a un ineficiente proceso [121]. Nakagawa
et al. [122] encontraron que el homologo de DICER en C. elegans,
DCR-1, es requerido para generar extremos 3’OH en el DNA nuclear, lo
cual es necesario para que se desencadene la degradacion de los cuerpos
apoptaticos. Asi, mutantes en dcr-1 suprimen la acumulacion de cuerpos
apoptaticos en mutantes de genes involucrados en la degradacion (i. e.
cps-1, cps-6, nuc-1 y crn-2). Del mismo modo, se ha reportado que
la inactivacion de proteinas como la fosfatasa lipidica MTM-1 causa
una reduccion significativa en el numero de cuerpos apoptoticos en
mutantes de la fagocitosis (i. e. ced-1, ced-6, ced-7 y ced-2) debido a
una ineficiente defosforilacion del lipido Ptdins(3)P en la membrana
plasmatica [123, 124].

Analizamos la posibilidad de que TIAR-1 pudiera actuar en algun
paso inicial de lafagocitosis y/o degradacion, y de estamanerasuprimir la
acumulacion de cuerpos apoptéticos en mutantes de estos dos procesos.
Para ello, realizamos un analisis epistatico haciendo RNAI en genes
involucrados en la fagocitosis y degradacion en los animales ced-1::gfp
como control y tiar-1(tm361);ced-1::gfp. Los genes analizados de la
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fagocitosis fueron ced-7 y ced-12, mientras que nuc-1 fue analizado
como componente de la degradacion. Como esperdbamos, el RNAI
en estos tres genes ocasiond una acumulacién de cuerpos apoptoticos
en los animales control ced-1::gfp (Tabla 5 y Figura 18). Del mismo
modo, observamos que en los animales tiar-1(tm361);ced-1::gfp se
incremento el nimero de cuerpos apoptoticos cuando hicimos RNAI en
ced-7, ced-12 y nuc-1 (Tabla 5 y Figura 18). Los resultados anteriores
indican que la ausencia de TIAR-1 no suprime la acumulacion de
cuerpos apoptaticos debido al silenciamiento de genes involucrados en
la fagocitosis o degradacion.

Tabla 5| Apoptosis obtenida al silenciar genes involucrados en la fagocitosis y
degradacion de cuerpos apoptéticos en los animales ced-1::gfp y tiar-1(tm361);ced-
1::gfp. Cada promedio de cuerpos apoptoticos esta acompariado de su desviacion estandar y
la cifra entre paréntesis indica el nimero de gonadas analizadas. El nivel de induccion es el
resultado de la division de la cantidad de cuerpos apoptoticos observados en el RNAI de cada
gen entre el control (PV). Los valores P fueron obtenidos de una prueba t Mann Whitney. 1
indica un aumento en el nimero de cuerpos apoptéticos. PV= plasmido vacio.

Promedio de Nivel de Valor
Gen CuUerpos -
L Induccion P
apoptoticos
ced-1::gfp
PV(RNAI) 5.0 £ 0.4 (40)
ced-7(RNAI) 7.1 £0.4 (20) 14 <0.001 )
ced-12(RNAI) 21.2 £ 2.0 (20) 4.2 <0.001 )
nuc-1(RNAI) 17.7 £ 1.4 (20) 3.5 <0.001 )
tiar-1(tm361);ced-1::gfp
PV(RNAI) 5.3+£0.4 (50)
ced-7(RNAI) 9.6 £1.1(20) 1.8 <0.001 )
ced-12(RNAI) 16.6 + 2.3 (20) 3.1 <0.001 )
nuc-1(RNAI) 19.8 + 2.3 (20) 3.7 <0.001 1
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Figura 18| TIAR-1 no se requiere para la activacion de la fagocitosis y degradacion
de los cuerpos apoptoticos. Hicimos RNAI (ver Materiales y Métodos) en los genes ced-
7'y ced-12 involucrados en la fagocitosis, asi como en la nucleasa NUC-1 en las cepas
ced-1::gfp y tiar-1(tm361);ced-1::gfp. Después, montamos y anestesiamos a los animales
para contar los cuerpos apoptéticos bajo microscopia de fluorescencia. Las barras de error
representan el error estandar. Los valores de P fueron obtenidos con una prueba t Mann
Whitney. *P<0.001. PV= plasmido vacio.
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5.3.4 LAAUSENCIADE TIAR-1 NO AFECTA LOS NIVELES
DE EXPRESION DE CED-9 Y CED-4 DURANTE EL
AYUNO Y EL CHOQUE DE CALOR

Hemos visto que diferentes tipos de estrés inducen un incremento en
la apoptosis de las células germinales en C. elegans (Figura 7). La
apoptosis por dafio al DNA es regulada por EGL-1y CEP-1 (Figura 7)
[61, 62]. La apoptosis por choque de calor, estrés osmotico y oxidativo
es regulada por las MAPKK MEK-1y SEK-1 (Figura 7) [64]. Durante
el ayuno, los niveles de CED-9 disminuyen drasticamente para inducir
apoptosis, y LIN-35 contribuye a esta disminucién [67].

Decidimos analizar si los niveles de CED-9 cambiaban en ausencia
de TIAR-1 durante el ayuno, choque de calor y radiacion UV. Para esto,
expusimos a los animales silvestres y tiar-1(tm361) a las condiciones
de estrées mencionadas (ver Materiales y Métodos). Después del estres,
colectamos los animales y realizamos un Western blot utilizando
un anticuerpo contra CED-9. Encontramos que al igual que en los
animales silvestres, en los animales tiar-1(tm361) los niveles de CED-
9 disminuyen drasticamente durante el ayuno (Figura 19) [67]. En
los animales silvestres durante el choque de calor y radiacion UV, los
niveles de CED-9 fueron muy similares a los del control. En los animales
tiar-1(tm361), los niveles de CED-9 durante el choque de calor fueron
similares al control, pero en la radiacion UV disminuyeron (Figura
19). Los resultados anteriores sugieren que TIAR-1 no se requiere para
regular los niveles de expresion de CED-9 durante el ayuno y el choque
de calor. Sin embargo, TIAR-1 parece estar involucrado en mantener
los niveles de CED-9 durante la radiacion UV.
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Figura 19| Niveles de la proteina CED-9 en las cepas N2 y tiar-1(tm361) en condiciones
de estrés. Animales sincronizados de las cepas N2 y tiar-1(tm361) fueron expuestos a
ayuno, choque de calor y radiacion UV (ver Materiales y Métodos). Para realizar el Western
blot, se extrajo la proteina total de 100 animales. Las membranas fueron incubadas con un
anticuerpo contra CED-9. Como control de carga del gel utilizamos un anticuerpo contra
tubulina.

En mamiferos, TIA-1 y TIAR han sido bien caracterizadas como
proteinas de union a RNA que actian sobre los mMRNAs regulando su
splicing [70-75, 106] o su degradacion [77]. Debido a esto y buscando
el mecanismo por el cual TIAR-1 induce apoptosis por debajo de CED-
9 [68], analizamos los niveles de expresion del mRNA de los genes
de la maquinaria de apoptosis ced-4 y ced-3. Mientras que ced-3 no
parece tener formas alternativas de splicing, ced-4 posee dos isoformas
conocidas como corta (C) y larga (L), las cuales poseen funciones
opuestas [125, 126]. ced-4S (el transcrito predominante) induce
apoptosis, mientras que ced-4L posee funciones antiapoptoticas [126].
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Previamente, encontramos que TIAR-1 no regula los niveles de
acumulacion de los mRNAs de ced-4C, ced-4L y ced-3 durante el
ayuno [68]. Para analizar si TIAR-1 regula los niveles de expresion
de los MRNAs de ced-4C, ced-4L y ced-3 durante el choque de calory
radiacion UV, hicimos RT-PCR de RNA extraido de animales silvestres
y tiar-1(tm361) en condiciones control y de estrés (ver Materiales y
Métodos). Encontramos en los animales silvestres que los tres transcritos
tenian patrones similares de expresion en estas dos condiciones de
estrés. Mientras que sus niveles tendieron a disminuir en el choque de
calor, durante la radiacion UV incrementaron discretamente (Figura
20). Desafortunadamente, no observamos diferencias en los niveles
de acumulacion de los mRNAs de ced-4C, ced-4L y ced-3 entre los
animales tiar-1(tm361) y los animales silvestres durante el choque de
calor y radiacién UV (Figura 20). Los resultados anteriores sugieren
que TIAR-1 no esta involucrado en regular los niveles de acumulacion
de los mRNAs de ced-4C, ced-4L y ced-3 en condiciones choque de
calor y radiacion UV.

Figura 20| Expresion de los mRNAs de la maquinaria de apoptosis, ced-4C, ced-4L y
ced-3, es similar en los animales silvestres y tiar-1(tm361) en condiciones de choque
de calor y radiacion UV. (A-C) Para realizar el RT-PCR semicuantitativo, animales
sincronizados fueron expuestos a choque de calor y radiacion UV (ver Materiales y
Métodos). Después de cada condicion de estrés se extrajo RNA, se sintetiz6 cDNAy se
realizé el PCR. Los nimeros de debajo de cada panel indican los niveles de expresion. El
panel inferior corresponde al control de carga del gel en donde se utilizé el gen act-4. C=
corto, L= largo.
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En el laboratorio contamos con una cepa transgénica que expresa
la proteina CED-4 fusionada con la GFP. Para analizar si TIAR-1
participa en la regulacién de la expresion de CED-4, hicimos una cruza
de los animales que acarrean la fusion CED-4::GFP con la cepa tiar-
1(tm361). Sometimos a estos animales a las condiciones de ayuno,
choque de calor y radiacion UV, y después analizamos la fluorescencia
bajo el microscopio. En los animales ced-4::gfp control, la fusion
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se localiza principalmente alrededor de los nucleos de las células
germinales, aungue también tiene una expresion ligeramente difusa en
toda la génada (Figura 21 A) [127, 128]. En condiciones de ayuno y
radiacion UV, encontramos que esta expresion no cambia (Figura 21
B y D). Durante el choque de calor, observamos que la fusién CED-
4::GFP present6 un ligero aumento de expresion en general, que fue
mas evidente en el centro de la gbnada (Figura 21 C). La expresion de
la fusion CED-4::GFP en los animales tiar-1(tm361) en condiciones
normales y de estrés fue igual a lo que observamos en los animales
control (Figura 21 E-H). Estos resultados sugieren que TIAR-1 no
participa en la regulacién de la expresion de CED-4 durante el ayuno,
choque de calor y radiacion UV.

5.3.5 EN LOS ANIMALES tiar-1(tm361) NO SE REPRIME LA
TRADUCCION DURANTE EL AYUNO

En cultivos celulares, ha sido ampliamente demostrado que diferentes
tipos estrés inducen la formacion de granulos de estrés, los cuales
estan compuestos, entre otros componentes, por el complejo de inicio
de la traduccion 48S (Figura 3) [20]. La composicion de granulos de
estrés por este complejo, aunado al analisis de perfiles polisomales, ha
demostrado que el estrés induce un arresto traduccional [20, 107, 129].
Como se mencioné anteriormente, en el laboratorio se encontro que el
ayuno induce un arresto traduccional en C. elegans [67]. Uno de los
indicios que sugirio que el ayuno induce un arresto en la traduccion fue
la formacion de granulos. Nos preguntamos si la ausencia de granulos en
el centro de la gdnada de animales tiar-1(tm361) durante el ayuno [130]
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Figura 21| La expresién de CED-4::GFP no se altera en los animales tiar-1(tm361) en
condiciones normales y de estrés comparada con la cepa control. (A-H) Para analizar la
expresion de la fusion CED-4::GFP, animales sincronizados de las cepas ced-4::gfp y tiar-
1(tm361);ced-4::gfp se expusieron a condiciones de ayuno, choque de calor y radiacién
UV (ver Materiales y Métodos). Después de la exposicion al estrés, los animales fueron
montados y anestesiados para analizarlos bajo microscopia de fluorescencia.
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podria traer como consecuencia que no hubiera un arresto traduccional.
Este analisis se hizo mediante el uso de perfiles polisomales.

La grafica que se obtiene de un perfil polisomal esta dada por la
cantidad de RNA presente en lamuestray estad compuesta principalmente
por tres regiones divididas en base a las subunidades ribosomales
(Figura 22). La primera region se denomina traduccionalmente inactiva
(T1). La segunda zona se conoce como monosomas (M) y esta definida,
como su nombre lo indica, por la presencia de un solo ribosoma sobre el
MRNA 'y marca el inicio de la traduccion. La tercera zona se denomina
traduccionalmente activa (TA); en estas fracciones se localiza una mayor
cantidad de ribosomas sobre el mMRNA. La zona TA se puede dividir a
su vez en dos subregiones, una donde se encuentra una menor cantidad
de ribosomas (polisomas ligeros -PL-) y otra donde hay una mayor
cantidad (polisomas pesados -PP-). Asi, las fracciones polisomales se
sedimentan en base al nUmero de polisomas que hay sobre los MRNAs:
de las fracciones mas ligeras a las fracciones mas pesadas (de laF1 a la
F11) (Figura 22).

Figura 22| La tasa de traduccion en los animales tiar-1(tm361) es similar a la de la
cepa silvestre en condiciones de crecimiento normales. Perfil polisomal de extractos de
las cepas N2 (A) y tiar-1(tm361) (B) en condiciones control. Para generar las fracciones, las
muestras fueron centrifugadas en un gradiente de sacarosa del 15% al 60%. Cada fraccion
obtenida se ley6 a una absorbancia de 260 nm (grafica). Los perfiles estan divididos en

tres regiones principales: traduccionalmente inactiva (T1, fracciones F1-F4), monosomas
(M, fraccion F5) y traduccionalmente activa (TA, fracciones F6-F11). La region TA se
divide a su vez en polisomas ligeros (PL) y polisomas pesados (PP). De cada fraccion se
extrajo RNA'y se corri6 en un gel de agarosa al 1% para analizar las subunidades de RNA
ribosomal.
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Animales adultos silvestres y tiar-1(tm361) fueron crecidos en
condiciones control y de ayuno. Posteriormente, los animales se
colectaron y se procesaron para realizar el perfil polisomal. Encontramos
que la cantidad de RNA presente en las dos cepas de las fracciones 5 a
la 11 (F5-F11) fue muy similar (Figura 23). También podemos observar
en el perfil que la cantidad de RNA presente en las fracciones F1-F4 de
los animales tiar-1(tm361) fue un poco mayor a la cantidad de RNA
presente en las mismas fracciones en los animales silvestres (Figura
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23). Sin embargo, esta region corresponde a la zona traduccionalmente
inactiva (T1), la cual no es relevante para el analisis traduccional. Los
resultados anteriores sugieren, de manera general, que la ausencia de
TIAR-1 no afecta la tasa de traduccién cuando los animales crecen en
condiciones normales.

Después analizamos la tasa de traduccion en los animales silvestres
y tiar-1(tm361) en condiciones de ayuno. Como se habia observado
antes [67], el ayuno indujo una baja en la tasa de traduccion en los
animales silvestres (Figura 23 A). Esta represion se observo en las
fracciones F6-F11 con la disminucion de la cantidad de RNA total y con
la disminucidn de las subunidades ribosomales (Figura 23 A). Cuando
analizamos la tasa de traduccion en los animales tiar-1(tm361) durante
el ayuno, encontramos que hubo un ligero incremento en la cantidad
de RNA total y de las subunidades ribosomales en las fracciones F6-F9
(Figura 23 B). El resultado anterior sugiere que la tasa de traduccion en
los animales tiar-1(tm361) no disminuy6 durante el ayuno.

Figura 23| El ayuno induce una disminucion general en la traduccion en los animales
silvestres mientras que en los animales tiar-1(tm361) no. Perfil polisomal de extractos
de las cepas N2 (A) y tiar-1(tm361) (B) en condiciones control y de ayuno. Para generar
las fracciones, las muestras fueron centrifugadas en un gradiente de sacarosa del 15% al
60%. Cada fraccion obtenida se leyd a una absorbancia de 260 nm (gréafica). Los perfiles

estan divididos en tres regiones principales: traduccionalmente inactiva (T1, fracciones

F1-F4), monosomas (M, fraccion F5) y traduccionalmente activa (TA, fracciones F6-F11).
La region TA se divide a su vez en polisomas ligeros (PL) y polisomas pesados (PP). De

cada fraccion se extrajo RNA'y se corrié en un gel de agarosa al 1% para analizar las
subunidades de RNA ribosomal.
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5.3.6 LAAUSENCIA DE TIAR-1 AFECTA LA TRADUCCION
DE mRNAs ESPECIFICOS DURANTE EL AYUNO

Dado que nos interesaba conocer como es que TIAR-1 regula la
apoptosis en la linea germinal durante el ayuno [68], analizamos la
traduccion de mRNAs especificos de la apoptosis (i. e. ced-9, ced-4
y ced-3) y como mRNA control usamos el mMRNA de act-5. Para ello,
de cada fraccion polisomal del control y ayuno extrajimos RNA total,
sintetizamos cDNAYy realizamos un RT-PCR. Como se habia visto antes
en el laboratorio [67], observamos en los animales silvestres que el
MRNA control de act-5 disminuye de manera general su porcentaje en
la region traduccionalmente activa (F5-F11) durante el ayuno (Figura
24 A). Esto concuerda con que el ayuno induce una disminucion
general en la traduccién en los animales silvestres (Figura 24 A) [67].
En los animales tiar-1(tm361), encontramos que el mMRNA de act-5 se
distribuy6 de manera similar en las fracciones traduccionalmente activas
(F5-F11) durante el control y el ayuno (Figura 24 B). Este resultado
concuerda con lo que observamos anteriormente en los animales tiar-
1(tm361): que el ayuno no reprime la traduccion general (Figura 24 B).

Para el caso de ced-9 y como anteriormente se habia visto en el
laboratorio [67], observamos que en la cepa silvestre su mRNA se
distribuye principalmente en la region traduccionalmente activa (F5-
F11) en condiciones normales (Figura 24 C). Sin embargo, durante el
ayuno lamayoriadel mRNAde ced-9 estuvoenriquecido dramaticamente
en la fraccion F6 y en la region traduccionalmente inactiva (F1-F4).
Lo anterior sugiere un arresto en la traduccion de este mRNA [67].
Cuando analizamos el mMRNA de ced-9 en los animales tiar-1(tm361),
encontramos que en condiciones normales su mMRNA se distribuye en
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las fracciones F6-F11 (Figura 24 D). Durante el ayuno, el mRNA de
ced-9 incremento en las fracciones F4 (traduccionalmente inactiva),
F5 (monosomas), y disminuyo ligeramente en las fracciones F6-F11
(traduccionalmente activas) (Figura 24 D). Estos resultados indican que
el mMRNA de ced-9 no se arresta en los animales tiar-1(tm361) durante
el ayuno como ocurre en los animales silvestres.

El mRNA de ced-4 en condiciones normales se distribuyo
principalmente en las fracciones F7-F11 en animales silvestres (Figura
24 E) [67]. Durante el ayuno, este mRNA se distribuyd especialmente
en las fracciones F4 y F1, aunque también los observamos en menor
medida en las fracciones F2-F5y F7 (Figura 24 E) [67]. Los resultados
anteriores indican gue el mMRNA de ced-4 baja ligeramente su traduccion
en el ayuno (Figura 24 E) [67]. Al analizar el mMRNA de ced-4 en los
animales tiar-1(tm361) en condiciones control, encontramos este
MRNA se distribuye en las fracciones F2-F19 y F11 (Figura 24 F).
Cuando estos animales fueron sometidos al ayuno, el mMRNA de ced-4
mantuvo una distribucion similar a la observada en condiciones control
(F2-F9 y F11) (Figura 24 F). Estos resultados sugieren que el mRNA
de ced-4 no disminuyd su traduccion durante el ayuno en los animales
tiar-1(tm361).

Como se habia observado anteriormente en el laboratorio,
encontramos que el mRNA de ced-3 se distribuy6 en las regiones
traduccionalmenteactivas(F2-F4), monosomas (F5)ytraduccionalmente
activas (F6-F11) en los animales silvestres durante el control (Figura 24
G) [67]. En el ayuno, se observd una disminucién del mRNA de ced-
3 en las fracciones F2-F5 y F9-F10, asi como un enriguecimiento de
este MRNA en las fracciones F6-F8 (Figura 24 G). Los datos anteriores

indican que el MRNA de ced-3 bajo muy poco su traduccién durante
el ayuno en los animales silvestres (Figura 24 G) [67]. Al analizar el
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MRNA de ced-3 en condiciones normales en los animales mutantes
para tiar-1, encontramos que se distribuyd en todas las fracciones,
teniendo un mayor enriguecimiento en las fracciones F4-F9 (Figura 24
H). Durante el ayuno, observamos una distribucion de este mMRNA de la
fraccion F2-F11, pero enriquecido en las fracciones F4-F9 (Figura 24
H). Esto sugiere que el mMRNA de ced-3 no baja su traduccion durante
el ayuno en los animales tiar-1(tm361).

5.3.7 LAAUSENCIA DE TIAR-1 AFECTALOS NIVELES DE
EXPRESION DE csp-2B

Hasta este momento, no hemos encontrado un resultado que permita
explicar la ausencia de apoptosis en los animales tiar-1(tm361) cuando
son sometidos al estrés [68]; por lo tanto, decidimos explorar otros
componentes de la via de apoptosis. Un componente importante en la
induccion de apoptosis que se encuentra por debajo de CED-9, es CSP-
2. El gen csp-2 codifica para dos proteinas: CSP-2Ay CSP-2B [131]. El
transcrito de csp-2B es significativamente mas abundante y es especifico
de la linea germinal [131]. CSP-2B es un homélogo de la caspasa CED-
3, el cual perdié su actividad catalitica y funciona como un represor de
CED-3 impidiendo su autoactivacion [131]. Analizamos los niveles de
expresion y de traduccion del mRNA de csp-2 en animales silvestres y
tiar-1(tm361) en condiciones control y de estrés mediante RT-PCR y

Figura 24| Los mRNAs de los genes ced-9, ced-4 y ced-3 en los animales tiar-1(tm361)
no bajan su traduccion durante el ayuno. Después de extraer el RNA de cada fraccion
polisomal se sintetiz6 cDNAy se realizd un PCR para los mRNASs de los genes act-5, ced-
9, ced-4 y ced-3.
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perfiles polisomales.

A través del RT-PCR estudiamos los niveles del mRNA de csp-2
durante el ayuno, el choque de calor y la radiacién UV en los animales
silvestres y tiar-1(tm361). Encontramos que los niveles de expresion
del mRNA de csp-2 aumentaron considerablemente durante el ayuno
(2.6 veces) en los animales silvestres, mientras que en el choque de
calor no incrementaron y en la radiacion UV el aumento fue muy
discreto (1.2 veces) (Figura 25 A). Cuando analizamos los niveles del
MRNA de csp-2 en los animales tiar-1(tm361), encontramos que en las
tres condiciones de estrés probadas hubo un incremento en los niveles
de este mMRNA con respecto a su control (Figura 25 A). Este resultado
sugiere que la ausencia TIAR-1 podria estar afectando los niveles de
expresion, degradacion o acumulacion del mRNA de csp-2 durante el
choque de calor y radiacion UV.

Figura 25| En los animales tiar-1(tm361), los niveles de expresion y traduccion del
MRNA de csp-2 se afectan en condiciones de estrés. (A) Para realizar el RT-PCR
semicuantitativo, animales sincronizados de las cepas N2 y tiar-1(tm361) fueron expuestos
al ayuno, choque de calor y radiacion UV (ver Materiales y Métodos). Despueés de cada
condicion de estrés se extrajo RNA, se sintetizo cONA'y se realizo el PCR para el mMRNA
de csp-2. Los nimeros entre cada panel indican los niveles de expresién. El panel inferior
corresponde al control de carga del gel en donde se utilizo el gen act-5. (B) Distribucion
polisomal del mRNA de csp-2 en condiciones control y de ayuno en la cepa N2 y tiar-
1(tm361). Después de extraer el RNA de las cepas N2 y tiar-1(tm361) de cada fraccion
polisomal en condiciones control y ayuno, se sintetizO cDNA'y se realizé un PCR para el
MRNA de csp-2.
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El siguiente paso fue analizar los niveles de traduccion del mRNA
de csp-2 en condiciones control y de ayuno. Para ello, de las fracciones
polisomales obtenidas de los animales silvestres y tiar-1(tm361)
realizamos un RT-PCR. Observamos que en el control de los animales
silvestres el mMRNA de csp-2 se encontro distribuido principalmente
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en las fracciones F9-F11 (polisomas pesados) y en menor medida
en las fracciones F1, F2 y F4 (traduccionalmente inactivas) (Figura
25 B). En el ayuno, observamos un cambio de este mRNA de las
fracciones de polisomas pesados (F9-F11) a polisomas ligeros (F6-
F8) y monosomas (F5), asi como un aumento en las fracciones F1, F3
y F4 (traduccionalmente inactivas). Este resultado indica que en los
animales silvestres el MRNA de csp-2 disminuye considerablemente
su traduccion durante el ayuno. En los animales mutantes para tiar-
1, encontramos el mMRNA de csp-2 distribuido en las fracciones F2-
F9 en el control (Figura 25 C). Durante el ayuno, observamos que
este MRNA aparecia en las fracciones F10 y F11, y se mantenia en
las fracciones F4-F8 (Figura 25 C). Estos datos sugieren que en los
animales tiar-1(tm361) el MRNA de csp-2 no disminuye su traduccién
durante el ayuno, de hecho incrementa su traduccién al observarse una
acumulacion en polisomas pesados (F10 y F11) (Figura 25 C).
Analizamos si TIAR-1 se localiza en las fracciones polisomales
como un indicio de que participa en la traduccion. Para realizar esto, de
cada fraccion polisomal obtenida de los animales silvestres en control

y ayuno extrajimos las proteinas y realizamos un Western blot usando
un anticuerpo contra TIAR-1. Encontramos que en el control TIAR-1 se
localiza en las fracciones F1-F11, pero principalmente en las fracciones
F1-F3 (traduccionalmente inactivas) (Figura 26). Del mismo modo,
en el ayuno TIAR-1 se localiza en las fracciones F1-F11 y en mayor
medida en las fracciones F1-F3 (Figura 26). Los resultados anteriores
sugieren que TIAR-1 se localiza con la maquinaria de traduccién en
condiciones normales y de ayuno. Ademas, este resultado es consistente
con los datos obtenidos en mamiferos donde a TIA-1 lo han encontrado
en fracciones polisomales [76].
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Figura 26| TIAR-1 se localiza en todas las fracciones de los perfiles polisomales en
condiciones control y de ayuno. Después de obtener las muestras de cada fraccion polisomal
de la cepa N2, se extrajo la proteina total. Las membranas fueron hibridadas con un anticuerpo

contra TIAR-1. TI= traduccionalmente inactiva, M= monosomas y TA= traduccionalmente
activa.

Los resultados anteriores sugieren que TIAR-1 podria estar
regulando latraduccién del mMRNA de csp-2 afectando asi la expresion de
su proteina. Para estudiar si la ausencia de TIAR-1 afectaba la expresion
de CSP-2, generamos un transgene. Para construir el transgene usamos la
isoforma csp-2B, la cual esta involucrada en la apoptosis y es especifica
de lalinea germinal [131]. Para dirigir laexpresion de CSP-2B en la linea
germinal usamos un promotor especifico, pie-1 [132]. La construccion
se hizo fusionando 3845 pb del promotor de pie-1, el gen gfp,792 pb del
ORFdecsp-2By 244 pbdesu3’UTR (Ppie_lgfp: :csp-2B). Insertamos una
sola copia de la construccion mediante microinyeccion basados en un
protocolo que permite insertar transgenes en una region bien definida del
cromosoma Il [133]. Después de la insercion, analizamos la expresién
de la construccion Ppie_lgfp::csp-ZB. Encontramos que GFP::CSP-2B
se expreso en la linea germinal, mostrando un enriguecimiento de su
expresion en los ovocitos mas proximales a la espermateca (Figura 27
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A). Curiosamente, esta expresion es opuesta a la expresion observada
previamente para TIAR-1::GFP (Figura 27 B) [68]. Asi, donde TIAR-1

aumenta su expresion, la expresion de CSP-2B disminuye, y viceversa
(comparar panel A con B de la Figura 27).

ti
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Posteriormente analizamos si la ausencia de TIAR-1 afectaba los
niveles de expresion de GFP::CSP-2B en condiciones control y de ayuno.
Para esto, silenciamos mediante RNAI el gen tiar-1 en los animales P .
9fp::csp-2B en condiciones control y de ayuno, y como control del
silenciamiento usamos el plasmido vacio (PV). Después, observamos
los animales al microscopio e hicimos un analisis de florescencia de
las fotografias obtenidas. En el control, los animales Ppie_lgfp::csp—
2B;PV(RNAI) mostraron una expresion de GFP::CSP-2B normal
(100%): menosintensaen laregiondistal, lacual vaaumentando hastalos
ovocitos mas proximales (Figura 28 A). Durante el ayuno, observamos
que los niveles de fluorescencia de GFP::CSP-2B disminuyeron un
43.4% (Figura 28 A, By E) en los animales Ppie_lgfp: :csp-2B;PV(RNAI).
Cuando analizamos los niveles de expresion de GFP::CSP-2B en
los animales Ppie_lgfp::csp-ZB;tiar-l(RNAi), encontramos que en
condiciones control la expresion de GFP::CSP-2B aumentd un 38.1%
comparada con los animales P ;_,gfp::csp-2B;PV(RNAI) control (Figura
28 A, Cy E). Durante el ayuno y en ausencia de TIAR-1, los niveles de
expresion de GFP::CSP-2 disminuyeron un 41.1% (Figura 28 C, D y
E) comparada con los animales Ppie_lgfp::csp-ZB;tiar-l(RNAi) control.
Los resultados anteriores sugieren que aunque la ausencia de TIAR-1
incrementa los niveles de expresion de CSP-2B independientemente de

Figura 27| TIAR-1y CSP-2B tienen expresiones opuestas en la génada C. elegans.

La construccion P _,gfp::csp-2B se insertd en el cromosoma Il mediante recombinacion
homdloga, y la construccion P, tiar-1::gfp se inserto mediante biobalistica (ver materiales
y Métodos). (A) La expresion de P ...GFP::CSP-2B es menos intensa en la region distal

y va aumentando hasta los ovocitos mas proximales (ovocitos -1y -2). Este aumento se
mantiene en los primeros estadios embrionarios. (B) La expresion de P, TIAR-1::GFP

es mas intensa en la regién distal y va disminuyendo hasta los ovocitos mas proximales
(ovocitos -1y -2). Esta disminucién se mantiene en los primeros estadios embrionarios. d=
distal, p= proximal.
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las condiciones de crecimiento, hay una disminucion en la expresion de
CSP-2B durante el ayuno que no depende de TIAR-1.

Geng et al. [131] demostraron que CSP-2B se asocia con el
zimbgeno de la caspasa CED-3 e inhibe su autoactivacion. Asi,
animales mutantes en csp-2B mostraron un incremento en la apoptosis
de las células germinales debido a la activacion de CED-3 [131]. Como
hemos visto, los animales tiar-1(tm361) no muestran un incremento en
la apoptosis de las células germinales después del estrés ni tampoco en
ausencia de CED-9 [68]. Existe la posibilidad de que estos animales no
respondan al ayuno debido a los altos niveles de CSP-2B que tienen
en su gonada y que impedirian la activacion de CED-3. Para probar
esta hipotesis, hicimos un silenciamiento de csp-2 mediante RNAI en
los animales ced-1::gfp y tiar-1(tm361);ced-1::gfp, los expusimos a
condiciones control y de ayuno, y posteriormente contamos el numero
de cuerpos apoptoticos. Los animales ced-1::gfp;PV(RNAI) mostraron
un promedio de cuerpos apoptoticos de 9.6 en condiciones control y
de 16.9 en condiciones de ayuno (incremento de 1.7 veces) (Tabla 6 y
Figura 29). Como esperdbamos, encontramos un aumento de 1.7 veces
en la apoptosis fisiologica en los animales ced-1::gfp;csp-2(RNAI)
comparados con su control de silenciamiento (Tabla 6 y Figura 29) [131].
Sin embargo, estos animales fueron incapaces de responder al ayuno

Figura 28| La ausencia de TIAR-1 incrementa los niveles de expresion de CSP-2B

en la génada de C. elegans. Hicimos RNAI del gen tiar-1 en la cepa P gfp::csp-2B en
condiciones control o expuestos a 6 h de ayuno. Como control del RNAI se usé el PV.
Después del ayuno, montamos y anestesiamos a los animales para analizar la fluorescencia.
Todas las fotografias estan tomadas a la misma exposicién. (E) Analisis de la intensidad

de la fluorescencia de A-D. Para realizar este analisis se selecciond de la zona del centro

de la gonada hacia el asa como se muestra en Ay se elimino la intensidad de fluorescencia
del fondo. Esta zona se eligi6 porque es donde se observa normalmente la apoptosis de las
células germinales. Para este analisis se usaron los resultados de dos experimentos. PV=
plasmido vacio. d= distal, p= proximal.
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(Tabla 6y Figura 29). Los animales tiar-1(tm361);ced-1::gfp;PV(RNAI)
mostraron un promedio de 8.3 cuerpos apoptéticos durante el control, y
como ya habiamos observado previamente, estos animales no responden
al ayuno (Tabla 6 y Figura 29) [68]. Al silenciar a csp-2 en los animales
tiar-1(tm361);ced-1::gfp encontramos un incremento en la apoptosis
fisioldgica (1.6 veces) (Tabla 6 y Figura 29). Cuando sometimos a estos
animales al ayuno, observamos que tampoco respondieron a este tipo
de estrés (Tabla 6 y Figura 29). De los resultados anteriores podemos
obtener dos conclusiones. La primera es que el silenciamiento de csp-2
induce un incremento en la apoptosis fisioldgica de los animales tiar-
1(tm361), lo cual no habiamos observado antes en ninguna condicion
de estrés ni aln en ausencia de CED-9 [68]. La segunda conclusion es
que CSP-2 se requiere para inducir apoptosis por ayuno.
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Tabla 6] Promedio de cuerpos apoptoticos observados durante el silenciamiento de csp-2
en condiciones control y de ayuno en los animales ced-1::gfp y tiar-1(tm361);ced-1::gfp.
Cada promedio de cuerpos apoptoticos estd acompafiado de su desviacion estandar y la cifra
entre paréntesis indica el nimero de génadas analizadas. En la apoptosis fisioldgica, el nivel
de induccion es el resultado de la division de la cantidad de cuerpos apoptoticos observados
en el RNAI de csp-2 entre el control (PV). En la apoptosis por ayuno, el nivel de induccion es
el resultado de la division de la cantidad de cuerpos apoptoticos observados en ayuno entre
los cuerpos apoptéticos contados en animales alimentados. El valor P se obtuvo del analisis
con una prueba t Mann Whitney. 1 indica que hubo un aumento de cuerpos apoptoticos en la
apoptosis fisioldgica o durante la apoptosis por ayuno, y = significa que no hubo diferencias.
PV= plasmido vacio.

Nivel de Valor

Gen Control Ayuno Induccion P

Apoptosis fisiologica

ced-1::gfp;PV(RNAI) 9.6 + 0.4 (40)

ced-1::gfp;csp-2(RNAI) 16.6 £ 0.5 (60) 1.7 <0.0001 1

tiar-1(tm361);

ced-1::gfp:PV(RNAI) 8.3+0.5(40)

tiar-1(tm361);

ced-1:-gfp:csp-2(RNAI) 13.4 £ 0.8 (60) 1.4 <0.0001 1
Apoptosis por ayuno

ced-1::gfp;PV(RNAI) 9.6 + 0.4 (40) 16.9 + 0.5 (30) 1.7 <0.0001 1

ced-1::gfp;csp-2(RNAI) 16.6 +0.5(60)  17.1+0.6 (60) 1.0 0.6678 =

tiar-1(tm361); _

ced-1::qfp;PV(RNAI) 8.3+ 0.5 (40) 8.5 + 0.5 (40) 1.0 0.8730 =

tiar-1(tm361); 134+08(60) 129+06(60) 1.0 08745 =

ced-1::gfp;csp-2(RNAI)
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Figura 29| El silenciamiento de csp-2 induce un aumento en la apoptosis fisiologica
de los animales silvestres y tiar-1(tm361). Hicimos RNAI del gen csp-2 en las cepas ced-
1::gfp y tiar-1(tm361);ced-1::gfp. Como control del RNAI se us6 el PV. Los animales de
cada cepa fueron expuestos a 6 h de ayuno con su respectivo control. Después, montamos
y anestesiamos a los animales para contar los cuerpos apoptéticos bajo microscopia de
fluorescencia. Las barras de error representan el error estandar. Los valores de P fueron
obtenidos con una prueba t Mann Whitney. *P<0.001.

538 DISCUSION

La maquinaria central de apoptosis en C. elegans estd compuesta por
las proteinas CED-9, CED-4 y CED-3 (Figura 6) [51, 52, 55]. Mientras
no exista apoptosis, un dimero de CED-4 se une a CED-9 [56]. Ante
un estimulo de apoptosis, CED-9 libera a CED-4, el cual a su vez
activara a la caspasa CED-3 desencadenando el proceso de apoptosis
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[134]. Distintos tipos de estrés inducen un incremento en la apoptosis
de las células germinales a través de diferentes vias que convergen en
la activacion de la maquinaria de apoptosis (Figura 7) [60, 61, 64, 135].
Mostramos que TIAR-1 se requiere para inducir apoptosis por ayuno,
choque de calor, radiacion UV, estrés osmotico, estrés oxidativo y en
ausencia de CED-9 [68].

Buscando el mecanismo por el cual TIAR-1 induce apoptosis en
condiciones de estrés, exploramos varias posibilidades. Encontramos
que la ausencia de TIAR-1 no suprimio la acumulacién de cuerpos
apoptoticos debido al silenciamiento de genes involucrados en la
fagocitosis y degradacion (Figura 18). Lo anterior indica que TIAR-1
no participa en algun paso inicial de estos dos procesos.

Particularmente en el ayuno, la regulacion traduccional es
importante para inducir apoptosis de las células germinales por este tipo
de estrés en C. elegans [67]. Encontramos que en ausencia de TIAR-1
no parece haber una disminucion en la traduccion como ocurre en los
animales silvestres durante el ayuno (Figura 23). Aunado a esto, cuando
analizamos de manera particular los mRNAs de act-5, ced-9, ced-4 y
ced-3, encontramos que la traduccion de estos mMRNASs se comporto
de manera distinta a la observada en los animales silvestres durante
el ayuno (Figura 24). Los mRNAs de act-5, ced-4 y ced-3 no bajaron
su traduccidn en condiciones de ayuno en los animales tiar-1(tm361),
mientras que el MRNA de ced-9 bajo discretamente (Figura 24). Estos
resultados concuerdan con los datos obtenidos en mamiferos donde se
ha observado que TIA-1 funciona como un represor de la traduccion
[76, 79, 106, 110]. Ademas, podriamos aventurarnos a sugerir que
en C. elegans TIAR-1 quizés esta involucrado en la degradacion de
MRNASs. Lo anterior se sustenta en que observamos un aumento en la
cantidad de subunidades ribosomales durante el ayuno en ausencia de
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TIAR-1 (Figura 23 B), lo que da un indicio de que hay mas mRNAs
traduciéndose en los animales tiar-1(tm361) durante este tipo de
estrés. Esta idea es apoyada por el hecho de que en mamiferos se ha
demostrado que el silenciamiento traduccional promovido por TIA-1
induce simultaneamente la degradacion de mRNAs especificos [77].

Es de llamar la atencién que a pesar de que el mRNA de ced-9 no
se arresta en los animales tiar-1(tm361) durante el ayuno (Figura 24 C
y D), al analizar los niveles de proteina de CED-9, éstos disminuyen
drésticamente al igual que en los animales silvestres durante el
ayuno (Figura 19). Con base en lo anterior, podemos especular que

la disminucion de los niveles de la proteina CED-9 durante el ayuno
quizas no depende en primera instancia de su arresto traduccional. Por
lo tanto, existe la posibilidad de que haya otro mecanismo involucrado
en bajar los niveles de CED-9 durante el ayuno, podria ser por ejemplo
la degradacion de proteinas.

En resumen, para inducir apoptosis TIAR-1 no parece regular
los niveles de expresion de los mMRNAs de ced-9, ced-4 y ced-3 en
condiciones de ayuno, asi como tampoco los niveles de expresién de
las proteinas CED-9 y CED-4 (Figuras 19, 20 y 21) [68]. Aunque la
ausencia de TIAR-1 afecta los niveles de traduccion de los mMRNAS
de ced-9, ced-4 y ced-3 durante el ayuno, estos cambios no permiten
explicar porqué los animales tiar-1(tm361) no responden a este tipo de
estrés (Figura 24). Analizando a que otro nivel TIAR-1 podria regular
la induccion de apoptosis por ayuno, estudiamos a CSP-2.

En animales silvestres y en condiciones normales, CSP-2B
impide la activacion de CED-3 y por lo tanto no hay apoptosis [131].
Encontramos que TIAR-1 regula los niveles de traduccion del mMRNA
de csp-2. Observamos en los animales tiar-1(tm361) que el mRNA
de csp-2 no disminuye su traduccion durante el ayuno como ocurre
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en animales silvestres, es mas, su traduccion aumenta (Figura 25).
Al estudiar si este efecto sobre la traduccion del mRNA de csp-2 se
veia reflejado en su proteina, encontramos que los niveles de CSP-2B
aumentaron en ausencia de TIAR-1 tanto en condiciones normales
como de ayuno (Figura 28). Este resultado explicaria que los animales
tiar-1(tm361) no responden al ayuno debido a que hay mas CSP-2B
en ellos que bloquea la activacion de CED-3. Esta idea se apoya por
otras dos evidencias. La primera evidencia es que TIAR-1 se localiza
en las fracciones polisomales (Figura 26), lo que da un indicio de su
participacion en la traduccion. La segunda evidencia es que CSP-2B
y TIAR-1 tienen expresiones opuestas en la gonada de C. elegans
(Figura 27), sugiriendo que TIAR-1 podria estar regulando los niveles
de expresion de CSP-2B.

Hasta este momento sabemos que en condiciones silvestres TIAR-
1 mantiene bajos los niveles de expresion de CSP-2B en la génada de
C. elegans (Figura 28). Por lo tanto, creemos que en los animales tiar-
1(tm361) CSP-2B aumenta, y este aumento podria ser el responsable
de que no observemos un incremento de apoptosis en estos animales
en condiciones de estrés ni en ausencia de CED-9 [68]. En mamiferos,
las proteinas de union a RNA TIA-1 y TIAR han sido involucrados
en diferentes procesos del metabolismo del RNA como el splicing,
degradacion y traduccion [70-77]. Por lo tanto, dada la naturaleza de
TIAR-1y losresultados obtenidos (Figuras 26, 27, 28 y 29), proponemos
que la funcion de esta proteina esta sobre la regulacion del mMRNA de
csp-2B.

Con base en los resultados obtenidos en esta seccion y los
expuestos en los dos articulos [68, 130], sugerimos el siguiente modelo
de induccion de apoptosis de TIAR-1 (Figura 30). Proponemos que en
condiciones normales HSP-1 interactia con TIAR-1 impidiendo que
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parte de las moléculas de TIAR-1 estén libres [130]. De esta manera, las
pocas moléculas libres de TIAR-1 podrian interaccionar con el mMRNA
de csp-2B vy asi regular los niveles de CSP-2B. Durante un estimulo
como el ayuno, HSP-1 liberariaa TIAR-1[130]. Esta liberacion ocasiona
que mas moléculas de TIAR-1 estén libres y puedan reprimir el MRNA
de csp-2B. Esta represion podria estar relacionada con la formacion
de granulos en el centro de la génada [130]. Asi, en estos granulos
se encontraria el complejo TIAR-1/mRNA csp-2B que trae como
consecuencia la disminucion de los niveles de CSP-2B. La disminuciéon

de CSP-2B durante el ayuno en los animales silvestres ocasionaria que
el zimégeno de CED-3 (la caspasa inactiva) se autoactive o se una a
CED-4 para que éste la active. La activacion de CED-3 desencadenaria
entonces un incremento en la apoptosis.
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Figura 30| Mecanismo sugerido de induccion de apoptosis de TIAR-1 durante el ayuno.
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Otro dato que podria apoyar la regulacion del mRNA de csp-2B
por TIAR-1 es la composicion del 3 UTR de csp-2B. Se ha reportado
en mamiferos que TIA-1 se une al 3 UTR de mRNAs enriquecidos en
Ay U, principalmente sobre elementos AU [109]; mientras que TIAR
se une al 3> UTR de mRNAs enriquecidos en C [136]. Analizando la
composicion del 3> UTR del mRNA de csp-2B, encontramos que su
3’ UTR esté enriquecido en U y tiene un elemento AU (Figura 31).
Esto apoya la posibilidad de que TIAR-1 pudiera unirse al 3° UTR del
MRNA de csp-2B vy asi regular su expresion.

5’uagaaaugacguguuuugaugucaauggccucggugaucaguaugcu
cucaguacauguuucaacaguucuuucaauuguacacauuuuucccgeug
cuacgaugaauuacaauaccuauucaauuuccaauaucagauuuucuauc
aauugugaugaugucaugcuagccuuauucauauuuaaauacccguuug
ucaacucuuuuggauaguuuaacuagucaauaaaguguuuuauuug 3’

Figura 31| EI 3 UTR del mRNA de csp-2B posee un elemento AU. El 3 UTR predicho
del MRNA de csp-2B mide 244 pb y esta enriquecido en U.
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5.3.9 CONCLUSIONES

Los niveles de expresion del mMRNA de tiar-1 disminuyen en condiciones
deayuno.

El mRNA de tiar-1 esté enriquecido en la linea germinal mientras que
su proteina no.

TIAR-1 no se requiere en los pasos iniciales de la degradacion y
fagocitosis de los cuerpos apoptoéticos.

En ausencia de TIAR-1 no existe una disminucién general en la tasa de
traduccion en condiciones de ayuno.

En ausencia de TIAR-1, la traduccion de los mRNAs de ced-9, ced-4 y
ced-3 no se altera durante el ayuno.

TIAR-1 no regula los niveles de expresion de las proteinas CED-9 y
CED-4 durante el ayuno.

La ausencia de TIAR-1 incrementa los niveles de traduccion del mMRNA
de csp-2 durante el ayuno.

Las proteinas TIAR-1 y CSP-2B tienen patrones de expresion opuestos
en la génada.

La ausencia de TIAR-1 incrementa los niveles de expresion de la
proteina CSP-2B en la gonada tanto en condiciones control como
de ayuno.
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CAPITULO 4:

PARTICIPACION oe

TIAR-1 en1a DIAPAUSA
REPRODUCTIVA pe. ADULTO

54.1 LAAUSENCIADE TIAR-1 NO AFECTA LAENTRADA
A LADIAPAUSA

uando C. elegans es ayunado, su crecimiento puede detenerse
en algunos estadios larvarios sin que afecte su futuro
crecimiento o reproduccion. Los estadios larvarios de latencia
mas estudiados durante el ayuno son la larva L1 y “dauer” (Figura 1).
Animales recien eclosionados pueden sobrevivir al menos dos semanas
sin comida al entrar a la diapausa L1 (Figura 1) [4]. Animales arrestados
en “dauer” pueden soportar varios meses sin alimento (Figura 1) [2]. En
estos casos, los animales detienen su desarrollo y cuando la disposicion
del alimento se restablece continGian con su crecimiento. Recientemente
se ha descrito un estadio de latencia nuevo denominado diapausa
reproductiva del adulto (Figura 1) [5, 6].
Al igual que las diapausas mencionadas anteriormente, la diapausa
reproductiva del adulto se caracteriza por permitir lasobrevivenciade los
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animales adultos a largos periodos sin comida [5]. Ademas, durante este
periodo se observa una reduccion de la gonada en ovogeénesis (Figura
1) [5]. Cuando las condiciones de comida se restablecen, la gonada se
regenera y continta el ciclo de vida del animal [5]. La apoptosis es
Importante para la diapausa reproductiva del adulto ya que la ausencia
de CED-3 (no hay apoptosis) en los animales impide la reduccion en el
numero de células germinales [5]. Dado que la apoptosis es importante
para la reduccion de la gonada en la diapausa reproductiva del adulto
[5] y encontramos que TIAR-1 se requiere para inducir apoptosis por
ayuno en el adulto, exploramos la posibilidad de que esta proteina fuera
importante durante esta diapausa.

Para analizar la participacion de TIAR-1 en ladiapausa reproductiva
del adulto, los animales silvestres y tiar-1(tm361) fueron sincronizados
en el estadio larvario L4 y se pusieron en cajas sin comida por 20 dias.
Seguimos dia a dia el curso de estos animales observando su génada bajo

el microscopio y analizando la entrada a la diapausa durante el ayuno.
Al igual que la investigaciones hechas previamente [5, 6], observamos
una reduccion en la gonada de los animales silvestres (Figura 32 A, C,
E y G). Cuando analizamos la entrada a la diapausa reproductiva del
adulto en los animales tiar-1(tm361), encontramos que éstos reducen su
gonada de manera similar a la de los animales silvestres (Figura 32 B,
D, Fy H). Lo anterior sugiere que TIAR-1 no se requiere para que los
animales entren a la diapausa reproductiva del adulto.

TIAR-1 no regula la entrada a la diapausa 156



N2 tiar-1(tm361)

Control

Dia 6
e

Dia 10
il
[

157 CAPITULO 4: DIAPAUSA REPRODUCTIVA DEL ADULTO



54.2 LAAUSENCIA DE TIAR-1 AFECTALA
RECUPERACION DE LA DIAPAUSA

El siguiente objetivo a estudiar fue la participacion de TIAR-1 en la
recuperacion de los animales después de haber estado en la diapausa
reproductiva del adulto. Para esto, los animales silvestres y tiar-
1(tm361) que estuvieron sin comida por 20 dias y habian entrado a la
diapausa reproductiva del adulto, fueron alimentados para analizar su
recuperacion. Encontramos que los animales silvestres recuperaron por
completo el tamafio y morfologia de su gonada a los 4 dias (Figura 33 A,
C, Ey G). En contraste, la gonada de los animales tiar-1(tm361) nunca
se volvio a verse como era antes (Figura 33 B, D, F y H). Observamos
que la region de los ovocitos maduros fue de menor tamafo que la de
los animales silvestres y lucia dafiada desde el dia de recuperacion 2
(Figura 33 C-H, linea punteada).

Figura 32| Los animales tiar-1(tm361) pueden entrar a la diapausa reproductiva del
adulto. Animales sincronizados de las cepas N2 y tiar-1(tm361) en el estadio larvario

L4 fueron puestos a ayuno 20 dias para inducir la diapausa reproductiva del adulto

(ver Materiales y Métodos). En Ay B se muestran las génadas control de adultos bien
alimentados. (C-H) Los animales en condiciones de ayuno fueron montados y anestesiados
para observarlos bajo microscopia Nomarski. Se muestran imagenes representativas de los
dias 6, 10 y 18 de ayuno. La génada se marca con una linea continua blanca.
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543 TIAR-1 REGULA LA APOPTOSIS DE LAS CELULAS
GERMINALES LOS PRIMEROS DIAS DE LA
DIAPAUSA

Otro aspecto que analizamos de los animales que estan entrando en
la diapausa reproductiva del adulto fue la apoptosis de las células
germinales. Para esto, animales sincronizados de las cepas ced-1::gfp y
tiar-1(tm361);ced-1::gfp en el estadio larvario L4 se pusieron en ayuno.
Durante los primeros 5 dias de ayuno contamos la apoptosis en la gonada
de estos animales. Encontramos que la apoptosis en los animales control
ced-1::gfp va disminuyendo conforme van aumentando los dias de
ayuno (Figura 34). En el caso de los animales tiar-1(tm361);ced-1::gfp,
observamos menos apoptosis los 2 primeros dias de ayuno comparada
con la apoptosis de la cepa ced-1::gfp (Figura 34).

Figura 33| Los animales tiar-1(tm361) no se recuperan de la diapausa reproductiva
del adulto. (A-B) Animales de las cepas N2 y tiar-1(tm361) en 20 dias de diapausa (ver
Materiales y Métodos) fueron recuperados en cajas con comida. Estos animales fueron
montados y anestesiados para observar su recuperacion bajo microscopia Nomarski. Se
muestran imagenes representativas de los dias 1, 2, 3 y 4 de recuperacion. La gonada

se marca con una linea continua blanca. La linea negra punteada sefiala la region de los
0VOCItos.
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Figura 34| Los animales tiar-1(tm361) tienen menos apoptosis que los animales
silvestres los primeros dias de la diapausa reproductiva del adulto. Animales
sincronizados ced-1::gfp y tiar-1(tm361)::ced-1::gfp en el estadio larvario L4 fueron
puestos a ayuno por 5 dias para inducir la diapausa reproductiva del adulto (ver Materiales
y Métodos). Los animales en condiciones de ayuno fueron montados y anestesiados cada
dia para contar los cuerpos apoptoticos bajo microscopia de Fluorescencia. Las barras de
error representan el error estandar.
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5.4.4 DISCUSION

Muchos animales alteran su estrategia reproductiva en respuesta
al estrés ambiental [137-141]. Particularmente en C. elegans, las
larvas hermafroditas L4 o adultos que estan en condiciones de ayuno
inician la ovogénesis pero reducen el tamafio de su génada y su tasa
de reproduccién, entrando en un estado conocido como diapausa
reproductiva del adulto [5, 6]. Cuando la alimentacion se restablece, los
animales en esta diapausa regeneran el tamafio de su génada y continian
con su ciclo de vida [5]. En este capitulo estudiamos la participacion de
TIAR-1 en la diapausa reproductiva del adulto. Encontramos que los
animales mutantes para tiar-1 entraron en la diapausa reproductiva del
adulto (Figura 32), lo que sugiere que TIAR-1 no se requiere para que
los animales entren a esta diapausa.

Cuando recuperamos a los animales tiar-1(tm361) de la diapausa,
encontramos que la génada aumentaba de tamafio pero no se veia como
antes (Figura 33). Lo anterior sugiere que TIAR-1 podria ser importante
para la recuperacion de la gonada de los animales que estuvieron en la
diapausa reproductiva del adulto. Sin embargo, tenemos que tomar en
cuenta que los animales mutantes para tiar-1 presentan defectos en la
ovogeénesis [68]. Por lo tanto, es posible que los defectos en la gonada
de éstos animales al recuperarse de la diapausa se deban a una mala
ovogénesis [68] y no necesariamente a un requerimiento de TIAR-1 en
el proceso de recuperacion de esta diapausa.

Otro aspecto que analizamos de la diapausa reproductiva del adulto
fue la apoptosis de las células germinales. Encontramos en los animales
control que la apoptosis de las células germinales va disminuyendo
conforme aumentan los dias de ayuno (Figura 34). Seguramente esta
disminucion en la apoptosis se debe a que también va disminuyendo el
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numero de células germinales conforme los animales pasan mas dias en
diapausa (Figura 32) [5]. Cuando analizamos la apoptosis de las células
germinales en los animales tiar-1(tm361), encontramos que desde el
primer dia de ayuno esta apoptosis fue menor comparada con la de los
animales control (Figura 34). Podemos especular que esta disminucién
de la apoptosis el primer dia en los animales mutantes para tiar-1 podria
deberse a que esta proteina es indispensable para inducir apoptosis por
ayuno [68]. Sin embargo, conforme aumenta el niumero de dias en
ayuno, llega un momento (dia 4-5) en el que la apoptosis de las células

germinales es basal tanto para los animales mutantes como para los
animales control (Figura 34). Esto sugiere que la apoptosis inducida
por ayuno [64, 67, 68] no se requiere para reducir la gonada de tamafio;
entonces, parece que los niveles de apoptosis fisioldgica basal son los
que regulan esta reduccion.
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54.5 CONCLUSIONES

TIAR-1 no se requiere para que los animales entren a la diapausa
reproductiva del adulto.

No se pudo determinar si TIAR-1 participa en la recuperacion de la
diapausa reproductiva del adulto porque los animales tiar-
1(tm361) presentan defectos en la ovogeénesis.

La apoptosis de las células germinales disminuye conforme aumentan
los dias en ayuno.

Los animales tiar-1(tm361) tienen menos apoptosis durante los dos
primeros dias de ayuno comparada con la apoptosis de los
animales silvestres debido a que no inducen apoptosis por ayuno.
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APARTADO DOS

EL PAPEL DE TIAR-1 EN LA
FORMACION DE GRANULOS
EN LA GONADA



CAPITULO 5:

LA PROTEINA o UNION
A RNA TIAR-1 se REQUIERE

PARA ta FORMACION DE
GRANULOS EN conpiciones

pe ESTRES ENEL CENTRO
pE LA GONADA pe C. ELEGANS

urante la ovogenesis, grandes cantidades de mMRNAs y
proteinas son sintetizados y almacenados para un correcto

desarrollo embrionario y para la preservacion de la linea
germinal. Debido a esto, las células germinales han desarrollado
mecanismos para proteger estos componentes del estrés. Dentro de
los mecanismos que las células han desarrollado para protegerse del
estrés esta la formacion de granulos de RNA. En C. elegans, complejos
ribonucleoproteicos (RNP) han sido descritos tanto en ovocitos como
en el centro de la gonada durante el estrés. Aunque componentes de
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cuerpos de procesamiento, granulos de estrés y granulos germinales
(granulos P) se localizan en granulos de RNA durante el estrés, no se ha
esclarecido la naturaleza de estos granulos. En este articulo, mostramos
la formacidn de granulos en el centro de la gonada en respuesta al ayuno,
choque de calor y radicacion UV. Asi, mediante analisis genéticos y el
uso de reactivos quimicos, mostramos que los granulos formados en
el centro de la gonada durante el estres son similares a los granulos
de estrés de mamiferos. Sin embargo, también observamos que la
formacion de granulos en los ovocitos tiene una naturaleza distinta.
Ademas, probamos si los granulos formados en el centro de la gonada
dependian de los tres homologos en C. elegans de TIA-1/TIAR, TIAR-
1, TIAR-2 y TIAR-3. Encontramos que la formacion de estos granulos
depende principalmente de TIAR-1, pero la formacion de granulos
en los ovocitos no. También encontramos que TIAR-1 interacciona
genéticamente con la proteina de choque de calor, HSP-1, para regular
la formacion de granulos en el centro de la gonada, donde HSP-1 tiene
un papel antagonista. TIAR-1 se expresa en todo el animal, pero su
expresion en la linea germinal es suficiente para rescatar la formacion
de granulos en el centro de le gonada, sugiriendo que la formacion de
estos granulos es intrinseca de la linea germinal. Estos descubrimientos
contribuyen a entender mejor la naturaleza de los granulos de RNA
formados en la gonada de C. elegans, la cual no ha sido bien esclarecida

s

aun.
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En preparacion

The RNA binding protein TIAR-1 is required to form gonad core granules

under stress conditions in C. elegans

Silva-Garcia, C. G. and Navarro, R. E.

Departamento de Biologia Celular y Desarrollo, Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma de

México.

Abstract

During oogenesis, large amounts of mRNAs and
proteins are synthesized and stored for early embryo
development and germline preservation. Therefore,
germ cells have evolved mechanisms to protect their
components from stress. Among the mechanisms that
cells have to protect themselves from stress is the
formation of RNA granules. Recently in
Caenorhabditis elegans, ribonucleoprotein  (RNP)
complexes have been described in both oocytes and the
gonad core region during stress. Although
components of processing bodies (P bodies), stress
granules and germ granules (P granules) localized in
RNA granules during stress, the nature of these
granules is not clear for the moment. Here, we show
that the C. elegans gonad form granules during stress
conditions, and we propose that the nature of these
granules depend of the region where are formed.
Thus, using chemical reagents and genetics, we
observed that gonad core granules are similar to
mammalian stress granules. We demonstrate that the
formation of gonad core granules depend on TIAR-1,
one of three TIA-1/TIAR homologs in C. elegans. We
also show that TIAR-1 genetically interacts with the
heat shock protein HSP-1 to regulate the formation of
gonad core granules, where HSP-1 plays an
antagonistic role. Curiously, none of the three TIA-
1/TIAR homologs, TIAR-1, TIAR-2 and TIAR-3, are
required to form oocytes granules during stress
conditions. TIAR-1 is expressed in the cytoplasm of
whole animal cells, but its germline expression is
sufficient to rescue the tiar-1(tm361) animals’ core
granule formation defects.  These new insights
contribute for better understanding the nature of RNA
granules formed in the C. elegans gonad during stress
conditions.

INTRODUCTION

The precise temporal and spatial regulation of mMRNAs
is vital to ensure an accurate gene expression. MRNA
biogenesis, function and ultimate expression require the

concerted participation of RNA-binding proteins.
Numerous mRNA-binding proteins have been described
in multiple animal models that contribute to the control of
mRNA through its capping, splicing, polyadenylation,
nuclear export, translation and decay. Mammalian studies
show that there are dynamic complexes which assemble in
various cytoplasmic RNA granules that control mRNA
triage and can be affected by adverse environmental
conditions [1-3]. Among these RNA granules are
processing bodies (P bodies) and stress granules.

P bodies are sites in which mRNAs are silenced or
decay [2]. Therefore, these RNA granules concentrate
proteins involved in mRNA decapping (Edc3, Lsm1-7,
Dcpl and Dcp2), miRNA repression (Ago2, ALG-1 and
GW182), translational repression (Scd6, Rck and Patl),
and nonsense-mediated decay (SMG7 and Dpf1-3) [2,4].
In normal conditions, P bodies are present in cells, but
under stressful conditions they can increase in size [2]. In
contrast, stress granules are formed only when cells are
exposed to harmful conditions such as heat shock, UV
radiation and oxidative stress [3]. Stalled 48S pre-
initiation complex (elF3, elF4A, elF4G, PABP-1 and
small ribosomal subunit) is the core constituent of
mammalian stress granules [3]. During stress, translation
of housekeeping mRNA transcripts is turned off, and
these transcripts move from polysomes to stress granules,
where mRNAs are temporally stored and protected from
harmful conditions [3]. Stress granule formation depends,
among other key factors, on TIA-1, an mRNA-binding
protein that promotes the aggregation of modified 48S
translation pre-initiation complexes [5] [6]. Mammalian
TIA-1 and TIAR proteins are highly similar; they possess
three  RNA-recognition motifs (RRM) at their amino
termini, and a glutamine-rich domain at their carboxyl
termini (a prion-like domain); which is important for self-
aggregation and interaction with another stress proteins
like the heat shock protein HSP70 [6].

Germ cells are the basis of organismic continuity and
environmental stresses could have drastic effects on their
integrity.  Growing oocytes accumulate an enormous
quantity of mRNAs; some of them are translated, and
others are silenced to prevent premature differentiation
[7,8]. Although there are a few reports available about
RNA granule formation in response to environmental
stress in the germline of metazoans [9-13], much remains
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Figure 1. Schematic showing distribution of RNA granules under normal (A) and stress (B and C) conditions in the

hermaphrodite C. elegans gonad.

unclear about the mechanisms that trigger this process and
their relevance during the stress response.

In the C. elegans germline, some types of RNA
granules have been described during normal development
[9,14]. Germ cells in the hermaphrodite gonad contain
perinuclear associated granules called P granules (Figure
1A). P granules regulate mMRNA expression to promote
germ cell development in the early embryo [15]. The
composition of P granules is extremely varied, but they
are characterized by containing a large number of RNA-
binding proteins (Figure 1A) (e.g., CGH-1, CAR-1, DCP-
2, elFAE, PGL-1/3/3, GLH-1/2/3/4, DCR-1) [15,16].
Smaller RNA granules know as storage bodies are also
present throughout the gonad and protect mMRNAs from
degradation (Figure 1A) [9]. These granules were
identified using the DEAD box RNA helicase CGH-1, and
the RNA-binding protein CAR-1 as markers [9,17,18].
The wide variety of proteins present in RNA granules in
the C. elegans germline suggests that these structures
work in coordination to regulate an appropriate gene
expression. Moreover, these RNA granules are remodeled
while others appear in the gonad when animals are
exposed to stress conditions (Figure 1B) [9-11,14].

Bigger RNA granules are formed in the C. elegans
gonad in response to stress or arrested ovulation (Figure
1B) [9-11]. During arrested ovulation, large RNA
granules are observed in the gonad core composed by
CGH-1, CAR-1 and GLD-1 (Figure 1B) [10,11]. These
granules are called grP bodies (granules related to P
bodies) [11], and they are also observed in arrested
oocytes where are composed by proteins such as CGH-1,
CAR-1, MEX-5, PUF-5, MEX-3, PAB-1 and TIAR-2
(Figure 1B) [10,11]. Other RNA granules are observed
during arrested ovulation and are composed principally by
the decapping protein DCP-2 (Figure 1B) [11]. These
types of RNA granules were named dcP bodies (DCP-2 —
enriched granules related to P bodies) [11]. Thus, during
arrested ovulation, dcP bodies were observed in oocytes
but not in the gonad core (Figure 1B) [11].

Besides the arrested ovulation, it is seen that different
types of stresses such as heat shock, osmotic stress and
anoxia induce granules formation in the gonad [10].
Particularly, heat shock induce the formation of grP
bodies in the gonad core (CGH-1 and CAR-1) and in
oocytes (CGH-1, MEX-3, PAB-1 and TIAR-2) (Figure
1B) [10] [11]. grP bodies were also observed in oocytes

Articulo 170



when animals are exposed to anoxia (MEX-3, PAB-1 and
TIAR-2) and osmotic stress (MEX-3) (Figure 1B) [10,11].

We previously describe that the RNA binding protein
TIAR-1, one of three RNA-binding proteins from the
TIA-1/TIAR family, is a key regulator during stress
response; particularly, we found that TIAR-1 is required
to induce stress-induced germ cell apoptosis [19]. In this
paper, we propose a model for granule formation in the C.
elegans gonad under stress conditions. We tested the
granule formation during starvation, heat shock and UV
conditions, and we found that its formation depends of
type of stress tested and the gonad region studied. Thus,
there are three regions where we can observe the granule
formation: distal gonad core, gonad core and oocytes
(Figure 1C). Furthermore, using chemical reagents, we
determinate that the granules observed particularly in the
gonad core zone during starvation are more similar to
mammalian stress granules than P bodies. We
demonstrate that TIAR-1 is required for the formation of
gonad core granules under starvation and heat shock
conditions. Also, we show that TIAR-1 is not required to
form granules in distal gonad core and oocytes under UV
radiation and heat shock conditions, respectively,
suggesting that these granules have different nature from
stress granules.  Finally, we observed that TIAR-1
genetically interacts with HSP-1 to form gonad core
granules. Our data indicate that TIAR-1 is a key
component in the C. elegans germline whose function is
essential to assembly RNA granules under stress
conditions.

Table 1
The granule formation in different genetic backgrounds
% (n)
Genotype

Control Starvation Heat Shock uv
wt 0.0 (314) 99.3 (135) 97.8(91) 84(94)
tiar-1(tm361) 0.0(167) 25.4 (122) 5.4 (37) 68.1(72)
tiar-2(tm2923) 0.0(37) 100 (24) 100 (20) 91.7 (24)
tiar-3(ok144) 7.1(42) 100 (27) 90.1(22) 100(23)
tiar-2(tm2923);tiar-3(ok144) 0.8(55) 100 (21) 95.0(20) 92.3(26)
tiar-1(tm361);tiar-2(tm2923) 0.0 (96) 9.8 (41) 0.0 (29) 51.2(41)
tiar-1(tm361);tiar-3(0k144) 3.4(148) 37 (81) 0.0 (41) 58.9 (56)
tiar-1(tm361);tiar-2(tm2923); tiar- 0.0(137) 82.9(70) 0.0 (28) 52.2(46)
3(ok144)
tiar-1(tm361); Psior.1gfp: tiar-1 0.0(30) 0.0 (32) ND ND
tiar-1(tm361);P, . ,gfp:tiar-1 7.1(14) 77.8(27) ND ND
tiar-1(tm361); Pyyar.stiar-1::gfp 0.0(30) 100 (40) ND ND

Animals of the indicated strains were exposed to each stress
condition as described in the Materials and Methods. After
each treatment, hermaphrodite gonads were extruded, fixed,
immunostained with an affinity-purified CGH-1 antibody and
examined by fluorescence microscopy. The percentages of
gonads that formed GCGs are shown, with the number of
gonad arms tested in parentheses.

RESULTS

Starvation induces the formation of gonad core
granules in C. elegans

The mammalian TIA-1 and TIAR proteins are
important for stress granule formation [20], therefore we
studied whether TIAR-1/2/3 participate in granules
formation under stress conditions in the C. elegans gonad.
We used CGH-1 as a marker for granule formation
(Figure 1B). Under normal growth conditions, CGH-1 is
expressed in the cytoplasm of early embryos and germ
cells in a granular and diffuse pattern [17] (Figures 2A,
8A). First, we exposed one-day-old wild-type
hermaphrodites to 6 h of bacteria deprivation to induce
starvation. In these conditions, the gonad appears normal
although germ cell apoptosis is triggered [21]. Under
starvation, CGH-1 accumulated in the core of the
hermaphrodite gonad in a laminar/granular pattern (Figure
2B; Table 1), which we will refer to as gonad core

Figure 2. TIAR-1 is required to form gonad core granules
under starvation conditions. (A-J) One-day-old animals of
the indicated backgrounds were exposed to 6 h of food
deprivation or kept in control conditions. After incubation,
their gonads were extruded, fixed and immunostained with an
affinity-purified CGH-1 antibody. The distal arm of the
gonad is shown to the left in each frame. The percentage of
animals with the depicted phenotype is shown in each picture.
The arrows point to gonad core granules. d= distal and p=
proximal.
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Fig. 3. Gonad core granule formation is abolished by
cycloheximide and induced by puromycin. (A-F) One-day-
old wild-type animals were exposed to control or starvation
conditions (described in the Materials and Methods) in the
presence of cycloheximide (10 mM) or puromycin (10 mM).
After each treatment, the extruded gonads were fixed,
immunostained with an affinity-purified CGH-1 antibody and
observed under fluorescence microscopy. The distal gonad
arm is on the left in each picture. The percentages of gonads
showing similar phenotypes are shown in each panel. The
arrows point to gonad core granules, and the arrowheads point
to large P granules. d= distal and p= proximal.

granules (Figure 1C). To test whether males form gonad
core granules, we used the him-8(e1489) strain, whose
hermaphrodites produce 30% more males than wild-type
animals [22]. We observed that in normal conditions
CGH-1 is expressed through the gonad in a granular and
diffuse pattern with a small accumulation of CGH-1 in the
proximal part (Figure S1A, C). Under starvation, CGH-1
expression was not affected, and no accumulation of
gonad core granules was observed (Figure S1B, D).
These data show that only the hermaphrodite gonad is
able to respond to starvation by aggregating gonad core
granules.

In. mammals, cycloheximide treatment disassembles
both stress granules and P bodies [23]. To expose animals
to the chemical reagent and starvation, we transferred one-
day-old hermaphrodites to S-medium [24] with or without
food and incubated for 4 h with or without 10 mM
cycloheximide. Accordingly  with  mammalian
observations [23], CGH-1-positive gonad core granule
formation was inhibited in the majority of gonads (90%)
of starved animals in the presence of cycloheximide
(Figure 3A-D). This observation suggests that gonad core
granules are similar to mammalian stress granules and/or
P bodies. It is worth noting that in these starvation
conditions, large P granules were observed in untreated
animals (Figure 3B; arrowheads), which were inhibited by
cycloheximide (Figure 3D). Interesting, small CGH-1-
positive cytoplasmic granules (storage bodies, Figure 1A)
[9] were still present and not affected by cycloheximide
both in normal as in starvation conditions (Figure 3C, D).
Overall, these results suggest that cycloheximide affect

the formation of granules, but only when animals are
exposed to starvation conditions (gonad core granules).

Puromycin, in contrast, promotes premature
translational termination and polysome disassembly,
which induce stress granule formation while does not
affect P bodies [23]. To expose animals to puromycin and
starvation, we transferred one-day-old hermaphrodites to
S-medium [24] with or without food and incubated for 4 h
with or without 10 mM of the chemical reagent. When
puromycin was added in the absence of stress, many
animals formed gonad core granules (87.4%), but not
large P granules (Figure 3E). However, these two types of
granules were more evident under starvation conditions
(100%) (Figure 3F). Our data suggest that gonad core
granules formed by puromycin in treated animals are
similar to mammalian stress granules.

TIAR-1 is required to form gonad core granules under
starvation conditions

To test the role of the C. elegans TIA-1/TIAR family
in gonad core granule formation under starvation, we
exposed single, double and triple mutants to starvation
and used CGH-1 as a granule marker. When tiar-
1(tm361) animals were starved, most gonads did not form
gonad core granules (74.6%) (Figure 2C, D; Table 1), and
the remaining animals formed small and scattered
granules (Figure S2). These data suggest that TIAR-1 is
required to induce gonad core granules under starvation.
In tiar-1(tm361) animals, recently we reported rescue
transgenic animals that carried the TIAR-1 protein fused
with green fluorescent protein (GFP) [19]. The Psar-

Fig. 4. Germline expression of TIAR-1 is sufficient to
rescue gonad core granule formation in tiar-1(tm361)
animals.  (A-F) One-day-old animals of the indicated
backgrounds were exposed to control and starvation
conditions as described in the Materials and Methods. After
each treatment, extruded gonads were fixed, immunostained
with an affinity-purified CGH-1 antibody and observed under
fluorescence microscopy. The distal gonad arm is on the left
in each picture. d= distal, p= proximal.
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1gfp::tiar-1 construct is expressed in somatic cells; Pp.
1gfp::tiar-1 construct is expressed exclusively in the
gonad; and P\ arstiar-1::gfp construct is expressed both
soma and germline [19]. We next analyzed whether the
expression of TIAR-1 in soma, germline or both is
required to rescue gonad core granule formation. Somatic
cells rescue of tiar-1 expression (tiar-1(tm361);Psjar-
1gfp::tiar-1) was not sufficient to induce gonad core
granule formation under starvation (Figure 4A, B; Table
1). Nearly of 78% of tiar-1(tm361) animals carrying the
germline  transgenic  expression  (tiar-1(tm361);P e
10fp::tiar-1) formed gonad core granules under starvation
(Figure 4C, D; Table 1). A hundred percent of tiar-
1(tm361);P yarqtiar-1:gfp animals formed gonad core
granules under starvation (Figure 4E, F; Table 1). These
data suggest that the germline expression of TIAR-1 is
required to induce gonad core granules under starvation.

The three C. elegans TIA-1/TIAR proteins have
similar domain structures [19], suggesting that they may
have overlapping functions. We therefore decided to
assess the participation of the other homologs in gonad
core granule formation. Single tiar-2(tm2923) or tiar-
3(ok144) mutant animals were able to form gonad core
granules after 6 h of starvation, indicating that these genes
are not required for granule formation under starvation
(Table 1). tiar-2(tm2923);tiar-3(ok144) double-mutant
animals were still able to form gonad core granules under
starvation, supporting the idea that these genes are not
necessary for this response (Table 1). To test whether
TIAR-2 or TIAR-3 collaborates with TIAR-1 in granule
formation, we exposed double- and triple-mutant animals
to starvation. Just about of ninety percent of tiar-
1(tm361);tiar-2(tm2923) mutant animals were unable to
form gonad core granules under starvation conditions
(Figure 2E, F; Table 1). The slight increase in the
proportion of tiar-1(tm361);tiar-2(tm2923) double-mutant
animals that did not form gonad core granules (90.2%,
Figure 2F; Table 1) relative to tiar-1(tm361) single-
mutant animals (74.6%, Figure 2D; Table 1) suggests that
TIAR-2 may play a minor role during the formation of
gonad core granule. Only 63% of tiar-1(tm361);tiar-
3(ok144) mutant animals were unable to form gonad core
granules under starvation (Figure 2G, H; Table 1). This is
a 11.6% of decrease in animals that did not form gonad
core granules relative to tiar-1(tm361) single mutants
suggests that TIAR-3 might play a role as an antagonist of
gonad core granule formation. Indeed, it is worth noting
that in the absence of TIAR-3, 7.1% of the animals
formed gonad core granules in control conditions (Table
1). Unexpectedly, 82.9% of the starved tiar-
1(tm361);tiar-2(tm2923);tiar-3(ok144) triple-mutant
animals formed gonad core granules (Figure 21, J; Table
1). This result suggests that in the absence of the C.
elegans TIA-1/TIAR family of proteins, an unknown
pathway induces gonad core granule formation under
starvation conditions.

TIAR-1 is required to form puromycin-induced gonad
core granules

As noted above, puromycin induces the formation of
gonad core granules under normal growth conditions
(Figure 3E, F). We tested whether TIAR-1 is required to
form gonad core granules when animals are exposed to
puromycin. To expose mutant animals to puromycin and
starvation, we transferred one-day-old tiar-1(tm361)
hermaphrodites to S-medium [24] with or without food
and incubated for 4 h with or without 10 mM of the
reagent. In these conditions, 48.5% of untreated tiar-
1(tm361) animals showed a discrete formation of gonad
core granules during starvation conditions (Figure 5A, B).
Among the animals exposed to puromycin and bacteria,
82.4% of tiar-1(tm361) gonads developed discrete gonad
core granules (Figure 5C). Puromycin-induced gonad
core granule formation in tiar-1(tm361) animals was not
as efficient as in wild-type animals, and the gonad core
granule accumulation appeared fewer and smaller than
those observed in wild-type animals under similar
conditions (compare Figure 3E with 5C).  Upon
starvation, 76.7% of gonads from puromycin-treated tiar-
1(tm361) animals showed a slightly greater accumulation
of gonad core granules (Figure 5D), although this
accumulation still looked less abundant than those formed
in wild-type animals (compare Figure 3F with 5D). These
data suggest that TIAR-1 is required to form puromycin-
induced gonad core granules under both normal and
starvation conditions.

Figure 5. TIAR-1 is required for puromycin-induced
gonad core granule formation. (A-D) One-day-old tiar-
1(tm361) animals were exposed to control or starvation
conditions (described in the Materials and Methods) in the
presence puromycin (10 mM). After each treatment, the
extruded gonads were fixed, immunostained with an affinity-
purified CGH-1 antibody and observed under fluorescence
microscopy. The distal gonad arm is on the left in each
picture.  The percentages of gonads showing similar
phenotypes are shown in each panel. The arrows point to
gonad core granules, and the arrowheads point to large P
granules. d= distal and p= proximal.
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HSP-1 antagonizes TIAR-1 during gonad core granule
formation

Gilks et al. [6] partitioned the TIA-1 mammalian
protein and observed that the prion-like domain of this
protein can induce stress granule formation in cells, but
this effect can be prevented by the overexpression of
HSP70. To test the role of HSP70 in gonad core granule
formation in C. elegans, we used RNAI to silence one of
its C. elegans homologs (hsp-1). First, we evaluated hsp-
1 silencing efficiency by semi-quantitative RT-PCR and
found that its expression was diminished 61% and 73% in
wild-type and tiar-1(tm361) backgrounds, respectively
(Figure S3). Silencing of hsp-1 in a wild-type background
resulted in the formation of discrete gonad core granules
in 62.2% on control conditions (Figure 6A, C). All hsp-
1(RNAI) animals were able to form gonad core granules
under starvation, but these granules were bigger and more
abundant that those formed in EP(RNAI) control animals
(Figure 6B, D). In addition, we observed that P granules
increased slightly in size and that other cytoplasmic

Figure 6. hsp-1 silencing induces gonad core granule
formation through TIAR-1. hsp-1 was silenced by RNAI in
wild-type and tiar-1(tm361) animals. One-day-old animals
from each strain were exposed to control or starvation
conditions as described in the Materials and Methods. Their
gonads were then extruded, fixed and immunostained with an
affinity-purified CGH-1 antibody. The distal gonad arm is
shown in A-H, and oocytes are shown in I-J. The percentage
of animals with each phenotype is noted in each panel. The
arrows point to gonad core granules, and the arrowheads point
to large P granules. EP= empty plasmid. d= distal, p=
proximal.

granules appeared in oocytes during starvation and
silencing of hsp-1 (Figure 6D, I). These data suggest that
HSP-1 antagonize the formation of gonad core granules in
control and starved animals.

Next, we analyzed whether TIAR-1 is required to form
gonad core granules when hsp-1 is silenced (Figure 6E-
H). A 22.6% reduction in gonad core granule formation
was observed when hsp-1 was silenced in the absence of
tiar-1 in control conditions, while in the gonads that
formed granules these were reduced in size (Figure 6
compare C with G). TIAR-1 was also important for
gonad core granule formation under starvation conditions
when hsp-1 was silenced (Figure 6 compare D with H).
These data suggest that TIAR-1 is required to form gonad
core granules due to silencing of hsp-1. However, TIAR-
1 was not required during starvation to induce large P
granules or oocytes granules in absence of HSP-1 (Figure
6H, J). Overall, the above results indicate that HSP-1
antagonizes TIAR-1 only during gonad core granule
formation under starvation conditions.

TIAR-1 also plays an important role in gonad core
granule formation under heat shock, but not in UV
conditions

To evaluate the role of TIAR-1 under other types of
stress, we exposed one-day-old wild-type and tiar-
1(tm361) animals to 3 h of heat shock at 31°C or 0.1
Joules of UV light. Heat shock induced the formation of
gonad core granules in wild-type animals (Figure 7A, B;
Table 1). We found that tiar-1(tm361) animals did not
form gonad core granules after heat shock (94.6%),
suggesting that TIAR-1 is required for their formation
(Figure 7D, E; Table 1). In addition, in wild-type animals
the heat shock induced the formation of large P granules
and oocytes granules (Figures 1C, 8A, B). Previous
studies have also observed the formation of oocytes
granules after heat shock [10]. We found that large P
granules and oocytes granules were still observed in the
absence of TIAR-1 (Figures 7E, 8C, D), indicating that,
contrary to gonad core granules, these other foci do not
require TIAR-1 for their formation.

Single and double TIAR-2 and TIAR-3 mutant
animals formed gonad core, oocyte and large P granules
under heat-shock conditions (Table 2). Contrary to gonad
core granule formation un starvation, double- and triple-
mutant animals containing the tiar-1(tm361) allele did not
form gonad core granules under heat shock, although they
were still able to form large P and oocytes granules (Table
1; Figures 7H, K, N, 8E, F). These data demonstrate that
TIAR-1 is required to induce gonad core granules after
heat shock, while a TIAR-1-independent pathway must be
required to induce large P and oocytes granules under this
type of stress.
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Figure 7. TIAR-1 is required to form gonad core granules under heat shock, but not in UV conditions. (A-O) One-day-old
animals of the indicated backgrounds were exposed to control or different stress conditions (see Materials and Methods). After
the animals were exposed to stress, their gonads were extruded, fixed and immunostained with an affinity-purified CGH-1
antibody. The distal arm of the gonad is shown to the left in each frame. The percentage of animals with the depicted phenotype
is shown in each picture. The arrow in B point to gonad core granules, the arrows in C, F, I, L and O point to distal gonad core
granules, and the arrowheads point to large P granules. d= distal and p= proximal.

To determine whether the large P and oocytes granules
that appeared in gonads after heat shock were P granules,
we performed a heat-shock time-course experiment using
PGL-1 as a P granule marker [25]. We detected PGL-1 in
P granules in the distal gonad during the first 30 min of
heat shock; however, PGL-1 levels then gradually
decreased and were significantly reduced after 3 h of
treatment (Figure S4A-E, solid white lines). Similar to
Jud et al. [10], we did not observe PGL-1 in oocytes
granules during any time of heat shock (Figure S4F-J,
dotted white lines). In contrast, over the course of the
heat shock, CGH-1 gradually accumulated in P and
oocytes granules in the distal and proximal gonad (Figure
S4 K-T).

A few granules were observed in 84% of animals
subjected to UV treatment, but these were scattered and
were located at a more distal position in the gonad (Figure
7C; Table 1). The foci that we termed gonad core
granules were absent in this condition. Distal gonad core
granules were still observed in 68.1% of tiar-1(tm361)
animals (Figure 7F; Table 1), suggesting that if TIAR-1
plays a role in their formation, it is minor. No significant
differences were observed in tiar-2(tm2923) and tiar-
3(ok144) single mutants (Table 1). A slight decrease in

UV-induced granule formation was observed in double
and triple mutants of the TIA-1/TIAR family (Figure 71,
L, O; Table 1). The above results suggest two important
points. First, the UV radiation induces granule formation
in a different part of the gonad (distal) to that observed
during starvation (central core) and heat shock (central
core and oocytes). Second, the C. elegans TIA-1/TIAR
family of proteins is less important for UV-induced distal
gonad core granule formation and that an unknown
pathway must be involved.

Mammalian TIA-1/TIAR proteins are frequently used
as markers of stress granules [23]. We therefore evaluated
whether TIAR-1 was localized in gonad core granules
under different stress conditions. Unexpectedly,
immunostaining with the TIAR-1 antibody revealed
diffuse cytoplasmic localization under all tested
conditions (Figure S5A-H) except for heat shock, where
faint staining was detected in gonad core granules (Figure
S5G). Similar to the antibody staining results, the Pp.
1GFP::TIAR-1 and Pa-1TIAR-1::GFP constructs were
not clearly associated with gonad core granules (Figure
S51-P) except under heat shock conditions, where both
transgenes were associated with large P and oocytes
granules (Figure S5K, O). Curiously, during heat shock
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Figure 8. TIAR-1 is not required to induce large P or
oocytes granules under heat shock. (A-F) One-day-old
animals of the indicated backgrounds were exposed to control
or heat shock conditions as described in the Materials and
Methods.  Their gonads were then extruded, fixed and
immunostained using an affinity-purified CGH-1 antibody.
Oocytes in the proximal gonad are shown in each picture. The
arrows point to oocytes granules, and the arrowheads point to
large P granules.

TIAR-1 associates with large P and oocytes granules,
where this protein is not required for their formation.

DISCUSSION

TIAR-1 is the closest TIA-1/TIAR homolog in C.
elegans

We recently reported that the TIAR-1 protein displays
a structural identity (46.1% and 43.3%, respectively) with
the human TIA-1 and TIAR homologs higher than TIAR-
2 (40% and 40% respectively) and TIAR-3 (31% and 33%
respectively) [19]. TIAR-1 and TIAR-2 contain a prion-
like domain and three RNA recognition motifs (RRM)
similar to mammalian TIA-L/TIAR (Figure 9A) [19]. In
contrast, TIAR-3 does not contain a prion-like domain and
possesses only two RRM domains (Figure 9A) [19]. TIA-
1 knockdown mammalian cells are deficient in their
ability to assemble stress granules, whereas TIAR
knockdown cells form large stress granules, suggesting
that TIAR might antagonize stress granule formation [6].

We found that like the mammalian counterpart, TIAR-
1 is the main protein required for gonad core granule
formation in C. elegans . In addition, appears that TIAR-
2 contributes partially to this process because the percent
of animals that did not form gonad core granules under
starvation was the highest in tiar-1(tm361);tiar-2(tm2923)
double-mutant animals (Figure 2F). Similar to
mammalian TIAR, TIAR-3 might play an antagonistic
role in this process because the percent of animals that did
not form gonad core granules under starvation decreased

in tiar-1(tm361);tiar-3(ok144) double-mutant animals
(Figure 2H). Indeed, a small percent of tiar-3(ok144)
animals formed gonad core granules under control
conditions (Table 1). Furthermore, mammalian TIA-1
and TIAR are involved in apoptosis response [26-30], and
we found that TIAR-1 is required to induce stress-induced
germ cell apoptosis, but TIAR-2 and TIAR-3 are not [19].
We therefore propose that the C. elegans TIAR-1 protein
is functionally the closest TIA-1/TIAR homolog.

Starvation-induced gonad core granules are similar to
mammalian stress granules

Previously, different groups have described that the
stress can induce granule formation in the C. elegans
gonad (Figure 1B) [9-11] and named them as grP bodies
and dcP bodies based on the composition of their
components [11]. However, because these granules share
components with other structures, it is unclear their
nature. For example, during stress and sperm deprivation,
proteins such DCP-2, CAR-1, CGH-1, PAB-1 and TIAR-
2 associate with P granules and also with grP bodies in
oocytes, and some of them (CGH-1 and CAR-1) in the
gonad core (Figure 1B) [10,11].

Here, we show that gonad core granules formed under
starvation conditions are similar to stress granules because
their formation is sensitive to cycloheximide treatment
(Figure 3D), they can be induced by puromycin treatment
(Figure 3E), and they require TIAR-1 for assembly
(Figure 2D). In contrast, tiar-1 ablation did not affect P
granules or CGH-1-positive cytoplasmic granules
previously described as storage bodies or P body-like
(Figures 2C, 8C) [9-11,18]. Thus, we propose that
although the granules formed in the C. elegans gonad
share many components with others granules, their nature
depends on the gonad region where are formed (see
discussion below) and we renamed as gonad core
granules, distal gonad core granules and oocytes granules
(Figure 1C).

The silencing of hsp-1 induces gonad core granule
formation under normal conditions indicating that its
protein partially antagonizes this process (Figure 6A-D).
We also observed that the gonad core granules formed in
the absence of HSP-1 depend on TIAR-1 (Figure 6E-H).
Accordingly, the overexpression of exogenous HSP70
reversed the aggregation of the PRD (prion-related
domain) of TIA-1 in mammalian cells [6]. Our results
suggest a genetic interaction between HSP-1 and TIAR-1
supporting the idea that like in mammals, TIA-1-mediated
stress granule formation is regulated by HSP70 [6].
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Model for the participation of the three C. elegans
TIA-1/TIAR homologs in the formation of gonad core
granules under starvation

We determined that TIAR-1 is the most important
protein for gonad core granule formation upon starvation
(Figures 1C, 2; Table 1). TIAR-2 works together with
TIAR-1 in this process, but TIAR-3 has an antagonize role
(Figure 2; Table 1). We propose a model where due to the
TIAR-1/2/3 high homology (Figure 9A) [19], it is possible
that these RNA binding proteins may be competing for the
same substrates, i.e. mRNAs. Thus, under normal
conditions, TIAR-1 and TIAR-2 may bind to the same
targets, but the putative interaction of TIAR-1 with HSP-1
(Figure 6), among other factors, may prevent them from
forming gonad core granules. In contrast, we suggest that
TIAR-3 may bind to mRNAs under normal conditions.
However, because this protein has no prion-like domain, it
is unable to induce gonad core granule formation (Figure
9B), and this explains its antagonist role (Figure 2; Table
1). When animals are exposed to starvation conditions,
HSP-1 may liberate TIAR-1 (Figure 6), and together with
TIAR-2 (Figure 2), may displace TIAR-3 and/or bind to
others mRNAs to induce gonad core granule formation
(Figure 9B). Despite the essential role of TIAR-1 in
gonad core granule formation, we show that in the
absence of the TIA-1/TIAR family, an unknown pathway
is able to induce gonad core granules formation under
starvation, indicating that other pathways participate in
this process.

The RNA granules formed in the C. elegans germline
depend on stressful condition and appear be different
in each gonad region

Although several types of stress can induce the
formation of different granules in the C. elegans gonad
(Figures 1, 2, 7; Table 1) [9-11], we believe that the
composition, location and ultimately the function of the
granules depend on the type of stress involved. For
instance, in wild-type animals, heat shock induces the
formation of gonad core, large P and oocytes granules
(Figures 1C, 7B, 8B). Remarkably, TIAR-1 is uniquely
required for gonad core granule formation under this type
of stress (Figures 1C, 7E, H, K, N; Table 1). Thus, we
suggest that there are three different types of granules
formed during heat shock: gonad core granules, large P
granules and oocytes granules. The followings evidence
supports this idea: 1) only gonad core granule formation
depends on TIAR-1 (Figures 1C, 7E, H, K, N; Table 1); 2)
TIAR-1, TIAR-2 and TIAR-3 are not required for the
formation of large P and oocytes granules (Figures 7E, H,
K, N, 8C-F); and 3) large P granules differ from oocytes
granules because PGL-1, a P granule component, is
clearly present in large P granules during the initiation of

Figure 9. Model of the C. elegans TIA-1/TIAR proteins
during starvation-induced core granule formation. (A)
Schematic representation of the domains of H. sapiens and C.
elegans TIAL/TIAR proteins. (B) Model of the participation
of TIAR-1, TIAR-2 and TIAR-3 in the formation of gonad
core granules under starvation conditions (see details in the
text).

heat shock, but it has never been observed in oocytes
granules, where CGH-1 is abundant (Figure S4A-T) [10].

A hypothesis to explain the formation of several types
of granules under stress conditions is that the cytoplasmic
state is distinct in each region of the C. elegans gonad.
For example, high transcriptional levels are present from
the distal to the diplotene region, whereas the proximal
oocytes in diakinesis are transcriptionally inactive [31].
Thus, the components (i.e. mMRNAs and proteins) present
in the cytoplasm are different in each gonad region.
Therefore, the composition and likely the purpose of
granule formation under stressful conditions depend on
the local MRNAs, proteins and cell state.

Germline C. elegans mRNAs are often exported from
the nucleus to the cytoplasm through P granules [32-34].
This traffic through P granules likely involves the labeling
of mMRNAs by RNA P granule proteins to determine their
final destination: translational timing or storage as
maternal mRNA [34]. Thus, during heat shock, we
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suggest that the increase of P granules (large P granules)
is because more proteins are positioned on nascent
mRNAs for their protection. Indeed, the P granule protein
CGH-1 is important for maternal mRNA protection in
normal growth conditions [9], and we observed a
gradually accumulation of CGH-1 in large P granules
according the heat shock increased (Figure S4 K-O). In
addition, mRNA accumulation around nuclear-associated
P granules after heat shock has been demonstrated
[10,34]. We suggest that gonad core granules, large P
granules and oocytes granules formed under stress
conditions might be targeting different mRNAs for
protection depending on their localization and function
(Figure 1C).

Despite the key role of TIAR-1 in granule formation
under starvation, heat shock, puromycin treatment and
hsp-1 ablation in C. elegans (Figures 2, 5, 6, 7), TIAR-1
protein was not clearly detected in gonad core granules
(Figure S5). Only during heat shock could we detect
TIAR-1 in large P granules and oocytes granules, which
ironically do not require this protein for their formation
(Figure S4K, O). We do not know why TIAR-1 is not
clearly associated with gonad core granules under stress
conditions or if our antibody and constructs were not able
to detect it there. One explanation is that TIAR-1 rapidly
shuttles between gonad core granules and the cytoplasm
or is specifically required for the initiation of granule
formation before they can be observed. Nevertheless, this
finding reflects a very important difference between
TIAR-1 and its mammalian counterparts TIA-1/TIAR,
which are used as markers of stress granules [23].

MATERIALS AND METHODS
Strains

The maintenance and genetic manipulation of C.
elegans strains derived from the wild-type Bristol strain
N2 were cultured as previously described [35] at 20°C.
The following strains have been described previously:
him-8(e1489) [22], tiar-1(tm361), tiar-2(tm2923), tiar-
3(ok144), unc-119(ed3);xmlIs1[pCG.01;tiar-
1p::GFP::tiar-1::tiar-1 3’'UTR + unc-119(+)], unc-
119(ed3);xmlIs2[pCG.02;pie-1p::GFP::tiar-1::tiar-1
3’UTR + unc-119(+)], unc-119(ed3);xmls3[pCG.03;tiar-
1p::tiar-1::GFP::tiar-1 3’UTR + unc-119(+)], tiar-
1(tm361);xmls1[pCG.01;tiar-1::GFP::tiar-1::tiar-1
JUTR  +  unc-119(+)](unc-119(ed3)-??7?),
1(tm361);xmls2[pCG.02;pie-1p::GFP::tiar-1::tiar-1
3'UTR + unc-119(+)](unc-119(ed3)-???) and
1(tm361);xmls3[pCG.03;tiar-1p::tiar-1::GFP::tiar-1
3’UTR + unc-119(+)](unc-119(ed3)-??7?) [19].

tiar-

tiar-

10

RNAi-mediated silencing

RNAI constructs for the hsp-1 gene was obtained from the
C. elegans RNAI v1.1 feeding library (Open Biosystems).
The empty vector L4440 was used as control. RNAI was
performed by feeding as previously described [36].
Briefly, a single colony carrying hsp-1 was picked from
the plate and grown in LB medium containing 50 pg/ml
ampicilin and 12.5 pg/ml tetracycline at 37°C overnight.
A 200 pl and 500 pl aliquots of each bacterial culture
were pipette onto small and medium plates, respectively.
These RNAI plates containing 50 pug/ml ampicilin, 12.5
ug/ml tetracycline and 1mM IPTG. The plates were
allowed to dry and incubated at room temperature for 18
h. L1 animals were transferred to seeded RNAI plates to
reach the L4 stage. L4 animals were moved to a new
seeded RNAI plate to synchronize the population.

Immunostaining, live imaging, and microscopy

For TIAR-1, CGH-1 and PGL-1 immunolocalization
in gonads, samples were processed as previously
described [37]. Briefly, extruded gonads from one-day-
old gravid adults grown at 20°C were frozen in liquid
nitrogen, freeze-cracked, fixed in methanol at -20°C for 1
min following with 1X PBS, 3.7% paraformaldehyde, 80
mM HEPES, 1.6 mM MgSO4 and 0.8 mM EGTA for 30
min at room temperature. The affinity-purified rabbit
anti-TIAR-1 antibody was applied at a 1:100 dilution [19],
whereas the CGH-1, PGL-1 and RME-2 antibodies were
diluted as in previous studies [17,38]. Cy3-conjugated
goat anti-rat (Jackson ImmunoResearch Laboratories) and
Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit secondary
antibodies (Molecular Probes) were used at a
concentration of 1:100, and 4’,6- diamidino-2-
E)henylindole DAPI was used at a concentration of 1 ng ul’

Transgenic fluorescent animals were anesthetized with
40 mM NaN3;, mounted on agar pads and observed under
fluorescence microscopy. Images from immunostained
samples and Psar.10fp::tiar-1, Ppeagfp::tiar-1 and P
stiar-1::gfp transgenic animals were obtained by MRGrab
1.0.0.4 program on a Nikon Eclipse E600 microscope
equipped with an AxioCam MRc digital camera (Zeiss).
All images were processed to improve their contrast and
brightness in the ImageJ 1.47g program.

Stress conditions

For control and starvation conditions, one-day-old
animals were transferred to NGM plates with or without
bacterial, respectively and incubated for 6 h. For heat
shock, the animals were placed on NGM plates and
incubated at 31°C in a water bath for 3 h. To induce DNA
damage, animals were exposed to 0.1 Joules of UV light
(Stratalinker, model 1800) and then allowed to recover for
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3.5 h. After every treatment, animals of the appropriate
strain were dissected, fixed and stained to visualize
granules under fluorescence microscopy.

To test granule formation by starvation in the presence
of cycloheximide or puromycin, one-day-old animals
were transferred to S-medium [24] with or without food
and incubated for 4 h with or without 10 mM
cycloheximide or 10 mM puromycin.

RT-PCR

Synchronized animals grown under the described
conditions were collected in M9 medium and lysed in
TRIzol buffer (Invitrogen). RNA was extracted from each
sample  using  standard  phenol-chloroform-based
procedures. cDNA synthesis was performed using the
standard reverse transcription protocol from Promega. To
analyze mRNA levels, RT-PCR was performed using
specific primers for hsp-1: 5’-
CATGGTCAACGAAGCTGAGA-3’ and 5’-
TTCCAAATCCTTCTGTTGGTG-3’. Gamma-tubulin
gene (tbg-1) was used as loading control with the
following primers: 5’-CCTGTTGTCGATCCAAATGA-
3’ and 5’-AACCCGAGAAGCAGTTGAAA-3’. The
sizes of amplified fragments were 280 bp for hsp-1 and
100 bp for tbg-1.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

Fig. S1. Male animals did not form gonad core granules under starvation conditions.
One-day-old him-8(e1489) male animals were exposed to starvation conditions as described
in the Materials and Methods. After each treatment, extruded gonads were fixed,
immunostained with an affinity-purified CGH-1 antibody and observed under fluorescence
microscopy. d= distal and p= proximal.
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Fig. S2. The gonad core granules formed in tiar-1(tm361) starved animals are small
and scattered. One-day-old tiar-1(tm361) animals were exposed to starvation conditions
as described in the Materials and Methods. After each treatment, extruded gonads were
fixed, immunostained with an affinity-purified CGH-1 antibody and observed under
fluorescence microscopy. The distal gonad arm is on the left.

Figure S3. Semi-quantitative RT-PCR to evaluate hsp-1 silencing efficiency. Wild-
type and tiar-1(tm361) animals growing in EP(RNAI) and hsp-1(RNAi) conditions were
collected. The empty plasmid (EP) was used as a control. cDNA synthesis was performed
using the standard reverse transcription protocol. The numbers between the panels indicate
the expression levels.
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Fig. S4. PGL-1 is not present in large P and oocytes granules during heat shock. (A-
T) One-day-old wt animals were exposed to 31°C for 30 min, 1 h, 1.5 h and 3 h. Their
gonads were then extruded, fixed and immunostained with PGL-1 (A-J) and CGH-1 (K-T)
antibodies. (A-E and K-O) Gonad core region. (F-J and P-T) Oocytes region. d= distal
and p= proximal.
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Fig. S5. TIAR-1 weakly associates with granules during stress. One-day-old animals of
the indicated backgrounds were exposed to stress conditions as described in the Materials
and Methods. The gonads were then extruded, fixed and immunostained with the affinity-
purified CGH-1 antibody (A-D) and the affinity-purified TIAR-1 antibody (E-H). (I-T)
After stress exposure, transgenic animals were mounted for fluorescence microscopy. d=
distal and p= proximal.
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CAPITULO 6:
ALGUNOS ASPECTOS pe
LA PARTICIPACION DE
TIAR-1DURANTE |,
el ESTRES

56.1 LAEXPOSICION A CICLOHEXIMIDA O PUROMICINA
AFECTALOS NIVELES DE APOPTOSIS FISIOLOGICA
Y POR AYUNO

os granulos de estrés en mamiferos se forman mediante el
Lreclutamiento del complejo de inicio de la traduccidon 48S
como consecuencia de un arresto al inicio de la traduccion
(Figura 3) [142]. La cicloheximida es un compuesto que bloquea la
elongacion traduccional haciendo estables a los polisomas, lo cual
inhibe la formacién de granulos de estrés y eventualmente reduce el

numero de cuerpos de procesamiento (Figura 3) [143]. La puromicina,
en contraste, ocasiona una terminacion prematura de la cadena de
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aminodacidos y el consecuente desensamble de los polisomas, lo cual
induce la formacion de granulos de estrés (Figura 3) [143]. Reportamos
que la cicloheximida inhibe la formacion de granulos en el centro de la
gonada debido al ayuno [68]. También encontramos que la presencia
de puromicina induce la formacidn de estos granulos en el centro de la
gonada en condiciones normales [68].

Decidimos estudiar si la cicloheximida y la puromicina tienen un
efecto sobre la apoptosis fisioldgica y sobre la apoptosis inducida por
ayuno. Paraesto, los animales ced-1::gfp fueron expuestos a condiciones
control o de ayuno en presencia de cicloheximida (10 mM) o puromicina
(10 mM). Después de cada tratamiento, los animales se montaron y
observaron bajo microscopia de fluorescencia para contar el nimero de
cuerpos apoptoticos. Los animales ced-1::gfp control y que no fueron
expuestos a ningun reactivo mostraron un promedio de 13.4 cuerpos
apoptaticos (Tabla 7 y Figura 35). Cuando expusimos a los animales
a la cicloheximida, encontramos un incremento estadisticamente

significativo en la apoptosis fisioldgica en condiciones control (17.7
cuerposapoptoéticos) (Tabla7y Figura35). Lapuromicinatambiénindujo
un incremento significativo en la apoptosis fisiologica (18.6 cuerpos
apoptoticos) en los animales ced-1::gfp en condiciones control (Tabla
7'y Figura 35). Como esperabamos, durante el ayuno los animales ced-
1::gfp sin reactivo respondieron a este estres incrementando el nUmero
de cuerpos apoptoticos (21.8) (Tabla 7 y Figura 35). Sin embargo, tanto
los animales expuestos a la cicloheximida como a la puromicina no
respondieron al ayuno (Tabla 7 y Figura 35).
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Tabla 7| Promedio de cuerpos apoptoéticos observados durante la exposicién a
cicloheximida y puromicina en condiciones control y de ayuno en los animales ced-
1::gfp. Cada promedio de cuerpos apoptoticos esta acompariado de su desviacion estandar y
la cifra entre paréntesis indica el niUmero de gonadas analizadas. En la apoptosis fisioldgica,
el nivel de induccion es el resultado de la division de la cantidad de cuerpos apoptéticos
observados en los animales expuestos a la cicloheximida y puromicina entre el control (sin
reactivo). En la apoptosis por ayuno, el nivel de induccion es el resultado de la division de la
cantidad de cuerpos apoptoticos observados en ayuno entre los cuerpos apoptéticos contados
en animales alimentados. El valor P se obtuvo del anélisis con una prueba t Mann Whitney.
1 indica que hubo un aumento de cuerpos apoptaticos en la apoptosis fisiolégica o durante la
apoptosis por ayuno, y = significa que no hubo diferencias. PV= plasmido vacio.

Nivel de Valor

Gen Control Ayuno

Induccién P
Apoptosis fisioldgica
Sin reactivo 13.4 £ 0.6 (35)
Cicloheximida 17.7 £ 0.8 (50) 1.4 <0.0001 1
Puromicina 18.6 + 0.9 (50) 1.4 <0.0001 1
Apoptosis por ayuno
Sin reactivo 13.4 £ 0.6 (35) 21.8 +0.9 (35) 1.6 <0.0001 1
Cicloheximida 17.7 £ 0.8 (50) 14.6 £ 0.6 (50) 0.8 0.0022 =
Puromicina 18.6 + 0.9 (50) 18.4 + 0.8 (50) 1.0 0.7325 =

56.2 GLA-3 PARTICIPA EN LA FORMACION DE
GRANULOS DURANTE EL AYUNO

TIAR-1 se requiere para la formacion de granulos en el centro de la
gonadaduranteelayuno, mientrasque TIAR-2 participaenmenor medida
en este proceso, y TIAR-3 tiene un papel antagonico [68]. De manera
inesperada, hallamos que en una triple mutante tiar-1(tm361);tiar-
2(tm2923);tiar-3(ok144) los granulos en el centro de la gonada siguen
formandose en condiciones de ayuno [68]. Lo anterior sugiere que en
ausencia de TIAR-1, TIAR-2 y TIAR-3, una via desconocida induce la
formacion de granulos en el centro de la génada durante el ayuno.

En el laboratorio se encontr6 a GLA-3 como otra proteina que se
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Sin reactivo Cicloheximida Puromicina

Figura 35| La exposicion a cicloheximida y puromicina induce un incremento en la
apoptosis fisioldgica e impide un incremento de la apoptosis inducida por ayuno.
Animales ced-1::gfp fueron expuestos a 4 h en condiciones control o de ayuno en medio
liquido (ver condiciones en Materiales y Métodos), y en presencia de cicloheximida (10
mM) o puromicina (10 mM). Después, montamos y anestesiamos a los animales para contar
los cuerpos apoptéticos bajo microscopia de fluorescencia. Las barras de error representan
el error estandar. Los valores de P fueron obtenidos con una prueba t Mann Whitney.
*P<0.001.

requiere durante el ayuno para la formacion de granulos en el centro
de la gonada [144]. Con el objetivo de determinar si GLA-3 era el
responsable de la formacion de granulos en el centro de la gonada
durante el ayuno en la triple mutante tiar-1(tm361);tiar-2(tm2923);tiar-
3(ok144), silenciamos a gla-3 en estos animales. Por otro lado, no
todos los animales tiar-1(tm361) no forman granulos en el centro de la
gonada durante el ayuno [130], por lo que también analizamos si GLA-3
contribuye a la formacion de granulos en estas condiciones. Para realizar
estos experimentos, silenciamos a gla-3 mediante RNAI en los animales
silvestres, tiar-1(tm361) y tiar-1(tm361);tiar-2(tm2923);tiar-3(ok144)
en condiciones control y de ayuno. Como control del silenciamiento
usamos el plasmido vacio (PV). Después del ayuno, las gonadas de los
animales de cada cepa fueron diseccionadas, fijadas e inmunotefidas
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con un anticuerpo contra CGH-1.

Como esperabamos, el 100% de los animales PV(RNAI) formaron
granulos en el centro de la gbnada durante el ayuno (Figura 36 Ay B)
[130], mientras que un 87.5% de los animales gla-3(RNAI) formaron
pequefios granulos en el centro de la gonada durante el ayuno (Figura
36 C y D) [144]. Inesperadamente, encontramos que el silenciamiento
de gla-3 en 27.0% de los animales tiar-1(tm361) indujo la formacion
de pequefios granulos en condiciones control (Figura 36 E). Durante el
ayuno, el 25.0% de los animales tiar-1(tm361);gla-3(RNAI) formaron
pequerios granulos en el centro de la génada (Figura 36 F). Encontramos
que el 6.1% de los animales tiar-1(tm361);tiar-2(tm2923);tiar-
3(ok144);gla-3(RNAI) formaron pequefios granulos en el centro de la

gonada en condiciones control (Figura 36 G), mientras que durante
el ayuno 67.3% de estos animales formaron pequefios granulos en el
centro de la gonada (Figura 36 H).

56.3 EL ESTRES AMBIENTAL REDUCE LA FERTILIDAD
DE LOS ANIMALES

Hasta este momento sabemos que el estrés ambiental como el ayuno,
choque de calor, estrés osmdtico, estrés oxidativo y radiacion UV
tienen un efecto sobre la apoptosis y la induccién de la formacion de
granulos en la gonada de C. elegans, y que TIAR-1 es responsable de
estos efectos [64, 68, 130]. Una de las interrogantes que surgio fue
conocer si el estrés ambiental tiene un efecto sobre la fertilidad de
los animales silvestres, asi como analizar la posible participacion de
TIAR-1 en este proceso. Para esto, expusimos a los animales silvestres
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gla-3(RNAI) 100%

(A U T \ " CA \J v CA \ "

tiar-3(ok144);gla-3(RNAI) 6.1% Q tiar-3(ok144);gla-3(RNAI) 67.3%

Figura 36| GLA-3 inhibe discretamente la formacion de granulos en el centro de la gonada
en la triple mutante en los genes de la familia TIAR durante el ayuno. (A-H) Animales
sincronizados del las cepas indicadas fueron expuestos a condiciones control o0 a 6 h de ayuno.
Como control de silenciamiento se usé el plasmido vacio. Después del ayuno, las génadas
fueron diseccionadas, fijadas e inmunotefiidas con un anticuerpo contra CGH-1. Despues fueron
analizados bajo microscopia de fluorescencia. El porcentaje de los animales con el fenotipo
representado se muestra en cada figura. Las flechas sefialan los granulos del centro de la génada.
PV= plasmido vacio, d= distal, p= proximal.
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y tiar-1(tm361) a tres condiciones de estrés: ayuno, choque de calor y
radiacion UV. Después, recuperamos a los animales y los pusimos en
cajas individuales para contar el nimero de hijos que tenian despues
de la exposicion (ver Materiales y Métodos). Como control utilizamos
el nimero de hijos que tiene cada cepa en condiciones normales. Cabe
mencionar que los animales tiar-1(tm361) tienen 52.6% menos hijos
que los animales silvestres [68].

Encontramos que los animales silvestres tienen 19.2% menos hijos
después de ser expuestos al ayuno (Figura 37). Después de la exposicion
al choque de calor, los animales silvestres tienen 83.4% menos hijos y
despues de la radiacion UV 92.2% (Figura 37). Cuando expusimos a los
animales tiar-1(tm361) a las mismas condiciones de estrés, encontramos
que el ayuno induce un 40.2% de infertilidad, mientras que el choque
de calor y radiacion UV un 88.1% y 99.7%, respectivamente (Figura
37). Los resultados anteriores indican que las tres condiciones de estrés
probadas ocasionan una baja en la fertilidad de los animales silvestres
y tiar-1(tm361).

70 1
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50 -
S
‘= 40 A
[<B]
©
o
c 30
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S
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5,64 DISCUSION

En este capitulo encontramos que la exposicion tanto a la cicloheximida
(inhibe laformacion de granulos [130]) como a la puromicina (promueve
la formacion de granulos [130]) induce un incremento en la apoptosis
fisiolégica (Tabla 7 y Figura 35). En mamiferos se ha probado que ambos
reactivos afectan la traduccion: mientras que la cicloheximida bloquea
la elongacidn traduccional, la puromicina promueve el desensamble de
los polisomas [143]. Con base en esto, es posible que el incremento en
la apoptosis fisioldgica en los animales silvestres expuestos a estos dos
reactivos se deba a defectos en la traduccion. Cuando analizamos si los
animales expuestos a la cicloheximida o a la puromicina respondian
al ayuno, no observamos un aumento en la apoptosis de las células
germinales (Tabla 7 y Figura 35). Una de las posibles explicaciones es
que la traduccion juega un papel importante en este tipo de apoptosis.
Por lo tanto, al estar bloqueado el proceso general de traduccion, los
animales son incapaces de responder al ayuno porque no estan los
elementos necesarios (i. e. ribosomas y mRNAS) para que se pueda
incrementar la apoptosis. Esta idea es apoyada por los resultados que se
han obtenido en el laboratorio donde se observd que la induccion de la
apoptosis por ayuno requiere de una regulacion traduccional especifica
[67].

Figura 37| La exposicion al estrés causa una disminucion en el nimero de hijos de
los animales silvestres y tiar-1(tm361). Los animales de las cepas N2 y tiar-1(tm361)
fueron expuestos a ayuno, choque de calor y radiacion UV como se indica en Materiales
y Métodos. Después, cada animal fue recuperado en una caja individual para contar el
numero de hijos que tuvo. El porcentaje del nimero de hijos se representa arriba de cada
columna. Las barras de error representan el error estandar
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Tanto TIAR-1 como GLA-3 son proteinas que se requieren para
inducir la formacion de granulos en el centro de la génada durante el
ayuno [130] [144]. Al estudiar si estas dos proteinas podrian trabajar de
manera conjunta para inducir la formacion de granulos, encontramos que
el 25.0% de los animales tiar-1(tm361);gla-3(RNAI) formaron granulos
durante el ayuno (Figura 36). Este 25.0% es similar al porcentaje de
animales tiar-1(tm361) que formd granulos en el ayuno (25.4%) [130].
Lo anterior sugiere la posibilidad de que TIAR-1 y GLA-3 estén
actuando en la misma via para inducir la formacion de granulos en el
centro de la gonada en condiciones de ayuno.

Al analizar la participacion de TIAR-1, TIAR-2 y TIAR-3 en la
formacion de granulos durante el ayuno, encontramos que los animales

mutantes en estos tres genes formaron granulos durante el ayuno
(82.9%) [130]. Lo anterior sugiere que existe otra via involucrada en
la formacion de granulos cuando TIAR-1, TIAR-2 y TIAR-3 estan
ausentes [130]. Cuando estudiamos si GLA-3 era la responsable de la
formacion de estos granulos, encontramos que en los animales tiar-
1(tm361);tiar-2(tm2923);tiar-3(ok144);gla-3(RNAi) el 67.3% formo
granulos (Figura 36). Este porcentaje es menor al de los animales
tiar-1(tm361);tiar-2(tm2923);tiar-3(ok144) que formaron granulos en
ayuno (82.9%) [130]. Si bien el silenciamiento de gla-3 disminuye el
porcentaje de animales tiar-1(tm361);tiar-2(tm2923);tiar-3(ok144) que
forman granulos durante el ayuno, sigue habiendo una formacion de
estos. Lo anterior se puede explicar mediante dos opciones: que aln hay
otro(s) componente(s) involucrado(s) en este proceso, o que al hacer una
cuadruple mutante no observemos granulos ya que el silenciamiento de
gla-3 puede no ser tan eficiente.

Otra de las cosas que analizamos en este capitulo fue el efecto
del estrés ambiental sobre la fertilidad de los animales, asi como
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la participacion de TIAR-1 en este proceso. Encontramos que la
exposicion al ayuno, choque de calor y radiacién UV ocasionaron una
disminucion en el numero de hijos tanto de los animales silvestres
como de los animales mutantes para tiar-1 (Figura 37). No obstante,
la tendencia es que los animales tiar-1(tm361) tienen menos hijos que
los animales silvestres después del estrés. Esto puede deberse a que de
por si los animales tiar-1(tm361) tienen menos hijos que los animales
silvestres en condiciones normales (Figura 37) [68]. Sin embargo,
particularmente en el ayuno la diferencia en el niumero de hijos entre
la cepa silvestre y tiar-1(tm361) se acentla mas (21%), lo que sugiere
una mayor importancia de TIAR-1 en este tipo de estrés. Esta idea es
apoyada por el hecho de que TIAR-1 se requiere para otros procesos
involucrados durante el ayuno como la traduccion, la apoptosis, la
diapausa reproductiva del adulto y la formacion de granulos (Capitulo
3,4y 6) [68, 130].

5.6.5 CONCLUSIONES

La exposicion a cicloheximida y puromicina induce discretamente un
incremento en la apoptosis fisiologica.

Los animales expuestos a la cicloheximida y a la puromicina no
incrementan la apoptosis de las células germinales durante el
ayuno.

GLA-3 actla junto con TIAR-1 para inducir la formacion de granulos
en el centro de la gonada durante el ayuno.

La exposicion al ayuno, choque de calor y radicacion UV disminuye el
numero de hijos en los animales silvestres y tiar-1(tm361).
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