Y

UNIVERSIDAD

Institut Pasteur DE LA REPUBLICA
de Montevideo URUGUAY

Identificacion de genes involucrados en la respuesta
al selenio en Ceanorhabditis elegans

Sofia Zeballos

Laboratorio de Biologia de Gusanos — IPMont
Marzo 2021

Tutor: Dr. Gustavo Salinas
Co-tutora: Dra. Laura Romanelli



indice

1

INEFOTUCCION ...ttt ettt b e s he e st et e et e e s bt e s bt e satesabesabeebe e bt e sbeesateentean 5
1.1 Y= 1= 01T o DO PSSP PPRO PP PRI 5
1.11 GENEIAIIAUES ...ttt b e s e b b nes 5
1.1.2 METADOTISIMO ...ttt s sttt et e bt e sre e s 6
1.1.3 SE1ENT0 N 13 AIETA .ciieiii ittt e eanes 8
1.2 Selenio, selenocisteina y SEleNOPIrOtEINGS .....civcviiii i e e 8
1.2.1 COMPATACION SEC VS CYS cnuriieiiiitiiieeeiiieeeeitieeeeeitteeeseitteeesessteeesaastaeesastaeesaassssesasssessesnsseneesnnes 9
1.2.2 NY=1 L= o o] o] g o1 =T (o ¥ 13ROt 9
13 (@0 T=a Lo g qTo] o Lo |10 k=] (= [0 T KPP 10
1.4 Lo que se conoce de genes involucrados en la respuesta a selenio.......cccccecveeeveciieeeecciieeeesneen, 12
(0] <1< 1Yo LR URSP 17
MaAteriales Y MELOAOS ............ooiiiiii e e e e e e e e ae e e et e e e e e eabtee e e e beeeeenarenas 17
3.1 Estirpes y reactivos ULHIZAd0S ....cccuiie ettt e e et e e et e e e 17
3.2 Y Y=Y [o X e [l T a1 g o T= PP TR 18
3.21 Medio de CUtiVO Y @liIMENTO ...eviiiiiiei e 18
3.2.2 SINCIONIZACION ...ttt ettt st sttt e bt e s bt e s bt e sae e et e e teesbeesaeesanenas 18
3.2.3 (000] o T={=] F=To [ RSP 19
3.24 GENEracion d& MACKOS .......oiiieeeee ettt sttt e s 19
3.3 Ensayo de toxicidad en medio liquido usando WMicrotracker ............cccccceeevueeeevcveeeescveeesnnnen. 19
3.4 RESISTENCIA @ SE €N PlACA coiiieieee i re e e e naraeas 20
3.5 Ensayo de desarrollo post-eMBIioNario........c.eeiiccuiiei it e et 20
3.6 Cuantificacion de embriones €N ULEIO........coiueiiiiiiiiieeieeee ettt s 20
3.7 Observacion de estirpes €N MICIOSCOPIO ..uuieiiriiieieitiieeeeitieeeeeitteeeeeitteeeeeeteeeeeeeseeeeeessseeaesassesaesnes 21
3.8 O R Y Yo U= Vol I~ ol (o] o F USRS 21
3.8.1 EXTracCion d@ ADN.....c.eioiiiieeiienite sttt ettt sttt sttt b e s b s san e e r e e n e s 21
3.8.2 PR ettt e bt h ettt be e bt e sh e e eh et et e e beeebe e eheesateeabeeabeebeens 21
3.8.3 Purificacion de ADN amplificado por electroforesis en gel de agarosa y determinacién de
N ole] aTol=T o) { - ol o o TN PP P PP PSPPI 21
3.84 Y To =T o Tol =Tl o] o PO PRSP SPUURPOPROPON 22
3.9 Modo de herencia y complementacion ...........oooociieiiieiiie et e et 22



3.9.1 Cruce para determinar modo de herenCia......occuveeirciiiiiiiiiee e 22
3.9.2 Ensayo de complementacion .......cc.ueiiiiiiiie it 22
393 Tratamiento eStadiSTICO .. .oouiiiiriee e s e 22
G RESUIAUOS ..ottt sttt et e h e s h e sa e st et e b e be e sreeeateearean 24
4.1 Caracterizacion de estirpes mutantes QW1267 y QW1270 resistentes a selenio .........ccceeeeneees 24
4.1.1 Determinacidn de la resistencia a selenito de sodio en medio liquido de las estirpes
QWIL270 Y QWIL267 ..ttt ettt st sttt e b e s bt e sat e st e s bt e b e e beesbeesmeeenteebeenbeesaeesanenas 24
4.1.2 Amplificacion y secuenciacion de €G1-9 ..........couucuueieeiiiieecciee e 25
4.1.3 Estudio del desarrollo post-embrionario de la estirpe QW21270.......cccccevivvcieeevicieeeeenneen. 27
4.1.4 Cuantificacién de embriones en Utero de la estirpe QW1270. ....cccoccvveeeeiiieeeeiiiveeeeiineeen. 28
4.1.5 Visualizacién de retencidon de embriones en Utero de la estirpe QW1270. .............cc......... 29
4.1.6 Estudio de complementacién de QW1270 con una estirpe conocida mutante en egl-9...32
4.2 Estudio de resistencia a selenito de sodio en medio liquido de una estirpe mutante knock-out
L= 1K) (g L A O T OO OO U OO PP PPTPPPPTOUORUPROIOS 35
B DHSCUSION...c..eiiiiiti ittt ettt b e s bt e s bt e s at e e a bt e bt e bt e sbeesae e subeeab e e bt e beeebe e eae e et e ebeenbeesheesanena 37
5.1 Caracterizacion de estirpes reSiStENTES @ SE.....uuiiiiciiieiiiiiee et ectee e et e e e ebee e e e e eateeeeeanes 37
5.2 Estudio de la respuesta a Se de una estirpe mutante en el gen skn-1 .........cccceeeveveeeeccveeeennen. 40
LR Y 1= (o T PO SPPPPPPTTTROPPN 48



Abreviaturas

ATP
CHsSeH
Cys
ENU
GPX
GR
GSSeSH
H,S
H,Se
HCN
HIF
Met
N2
OoDDD
PHD
Se

Sec
SeMet
TRX
TRXR
VHL
aKG

Adenosin trifosfato

Metil-selenol

Cisteina

N-ethyl-N.nitrosourea

Glutation peroxidasa

Glutation reductasa

Selenodiglutation

Sulfuro de hidrégeno

Selenuro de hidrégeno

Acido cianhidrico

Factor de respuesta a hipoxia

Metionina

Estirpe Bristol — N2 (salvaje de C. elegans)
Dominio de Degradacién Oxigeno Dependiente de HIF
Dominio prolil-hidroxilasa

Selenio

Selenocisteina

Selenometionina

Tiorredoxina

Tiorredoxina reductasa

Proteina Von Hippel-Lindau Tumor Supressor
2-oxoglutarato



1 Introduccion

1.1 Selenio

1.1.1 Generalidades

El selenio (Se) es un elemento no metalico que se encuentra en el grupo 16 de la tabla periddica.
Fue descubierto en 1817 por Jons Jacob Berzelius y posteriormente asignado como
micronutriente en la década de 1950. Su rol bioldgico deriva de las selenoproteinas. Estas
contienen el 21er aminodcido, la selenocisteina (Sec), la cual se diferencia de la cisteina (Cys) por
la sustitucién de azufre por selenio [1].

Como oligoelemento, el requerimiento nutricional de selenio se encuentra en un intervalo
acotado entre las cantidades necesarias por dia y las concentraciones tdxicas de consumo. En el
caso de seres humanos adultos, el minimo es de 55 pg/dia y el maximo de 400 ug/dia [2]. Se han
descrito patologias asociadas a deficiencias en la ingesta de selenio a largo plazo, dentro de las
cuales se incluye el deterioro de la funcidon inmune, la distinguida progresién de algunas
infecciones virales, la maduracidon de espermatozoides, degeneraciones neuronales asociadas a
estrés y el estado animico, alteraciones en la concentracion de las hormonas tiroideas T3 y T4,
enfermedades cardiovasculares y cancer, entre otros [3] [4]. Por otro lado, una de las primeras y
mas caracterizadas selenoproteinas es la glutation peroxidasa (GPX) [5]. Esta enzima lleva a cabo
la catalisis de reacciones de dxido-reduccién que convierten perdxidos orgdnicos en agua y
alcoholes, a expensas de la oxidacion de glutatién (GSH). El déficit de selenio en la dieta se ve
implicado en diversas enfermedades asociadas a estrés oxidativo por el incorrecto
funcionamiento de esta enzima [3, 4, 6, 7].

Por otro lado, se han visto efectos nocivos para la salud y el funcionamiento celular en presencia
de altas concentraciones de selenio en la dieta. El exceso de este compuesto estd asociado a la
sustitucidn aleatoria de cisteina por selenocisteina en proteinas, lo cual lleva al mal plegamiento
y pérdida de funcién de muchas proteinas esenciales para el correcto funcionamiento celular.
También se ha atribuido la toxicidad del selenio a un desbalance redox y estrés oxidativo
generado por el selenio en si o por derivados del mismo que puedan actuar como cicladores
redox futiles que pueden agotar la reserva reductora celular [8, 9]. En humanos, se ha visto que
un exceso de selenio en la dieta conlleva a pérdida de cabello, lesiones en la piel y ufias,
hipertension y taquicardia. También se ha asociado esta condicién a un aumento en el riesgo de
contraer diabetes de tipo 2. Neurolégicamente, puede causar enfermedades motoras, que en
casos extremos pueden ser fatales. Otros sintomas de intoxicacién pueden ser anemia, tos seca,
fiebre e hipersalivacion [4].



1.1.2 Metabolismo

En la naturaleza el selenio se puede encontrar tanto formando parte de compuestos organicos
como de inorganicos. Este elemento tiene varios estados de oxidacion naturales: Se elemental
(0), selenuro (-2; Se?), selenito (+4; SeOs?) y selenato (+6; Se042). En su forma organica, se
encuentra formando parte de selenoaminodacidos derivados de selenuro de hidrégeno (H.Se). Las
estructuras quimicas de selenio se ven representadas en la Figura 1.

Cumpuestus Cﬂmpuestﬂs
inorganicos de Se organicos de Se
NH,
Se®  Se*  CH3SeH O SeH
Selenio Selenuro  Metil-selenol
Elemental OH
O- 0 D 0. Selenocisteina
Ny o Noie NH,
Se Se 0 CH,
TR Y
0 e - OH
Selenito Selenato

Selenometionina

Figura 1: Especies quimicas de selenio que se encuentran en la naturaleza.

En la dieta, las formas inorganicas de Se mas comunes son selenito y selenato. El mecanismo de
absorcién a nivel intestinal no estd totalmente elucidado y parece depender de la naturaleza
guimica del compuesto. El transporte de selenato es mediado en una gran cantidad de especies
por transportadores activos de sulfato [6, 10, 11, 12, 13]. En cambio, el transporte de selenito es
menos claro, y mas diverso entre especies. En bacterias, el selenito parece ser transportado
también por bombas de azufre, y se ha relacionado con transportes dependientes de diversos
aniones (NOs~, NO2~ 0 SO4%), aunque se sigue proponiendo un transporte alternativo todavia no
descubierto [14]. En levaduras, se ha encontrado que el selenito es transportado activamente
por transportadores de fosfato [15] y de dacidos monocarboxilicos [16]. En plantas, este
compuesto es transportado activamente por transportadores de fésforo [12, 17] y de silicio [18].

En animales se han registrado dos vias por las cuales se da el transporte de selenito: una
dependiente de un transportador de zinc y bicarbonato, que parece ser la principal forma de
ingreso de selenito en cultivos celulares humanos, en ovocitos de Xenopus leavis, en embriones
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y glébulos rojos de ratdon [19]. Recientemente se descubrid un segundo transportador de
selenito, menos especifico, que actla a pH dacido, y se estima que es relevante a nivel intestinal
[20].

Una vez dentro de las células, tanto el selenito como el selenato deben ser reducidos a H,Se para
poder ser incorporado en selenoproteinas en forma de Sec. En muchos organismos el selenito es
reducido de forma no enzimdtica por el GSH. Esta reaccion, la cual puede dar lugar a diversos
intermediarios, no esta totalmente elucidada. Siendo asi, existe evidencia de que el principal
producto es selenodiglutation (GS-Se-SG) [10, 21, 22]. In vitro, GSSeSG puede ser reducido a H,Se
por la tiorredoxina (TRX), tiorredoxina reductasa (TRXR) y glutation reductasa (GR) de mamiferos;
por la TRX de E. coli; y por la GR de levaduras [21, 23]. Asimismo, el selenito puede actuar
directamente como sustrato del sistema tirorredoxina (TRX y TRXR) y ser reducido a H,Se [24].
En las vias asimilativas de selenio, el H.Se juega un rol clave ya que es el precursor del
selenofosfato, el sustrato de la enzima encargada de sintetizar Sec-ARNt>ec,

Por otro lado, se conoce la existencia de mecanismos capaces de absorber selenio organico en
forma de selenometionina (SeMet) y de Sec. La SeMet es transportada por los mismos
mecanismos de absorcién de Met, mientras que de Sec no se conocen los mecanismos, pero es
tan efectivo como el de SeMet [25].

Una vez dentro de la célula, la Sec es convertida en H,Se por accién de la enzima B liasa [26]. En
cambio, la SeMet parece tener tres posibles destinos. Puede ingresar al ciclo de la metionina,
siendo primero convertida a seleno-homocisteina y luego a Sec por la via de transelenacién
analoga a la via de transufuracién, la cual involucra las enzimas cistationina B sintasa vy
cistationina y liasa [26]. Asimismo, en condiciones de exceso de selenio, la accién de la
cistationina y liasa puede transformar SeMet en metil-selenol (CH3SeH), metabolito del cual se
sospecha que puede ser desmetilado para formar H,Se [27, 26]. Por ultimo, dependiendo de la
concentracion de SeMet en la célula en relacién a la de Met, puede ser tomada como sustrato de
la metionil-ARNtMet sintetasa y ser introducida de forma aleatoria en proteinas en vez de
metionina.

No todo el selenio ingerido es asimilado. En animales, bajo concentraciones no téxicas de Se, es
excretado en la orina en forma monometilada [28, 26, 29]. En un principio se creia que en
producto de excrecién era metilselenol, pero estudios mas rigurosos llevé a la identificacion de
Se-metil-N-acetilgalactosamina (selenoazucar B) en orina [29, 26]. Se piensa que este compuesto
es sintetizado a partir del selenoazucar A: Se-glutationil-N-acetilgalactosamina. Se han
descubierto otras de formas de selenio conjugadas a azlcares, pero se encuentran en menor
proporcién que el selenoazucar B [29]. Bajo un exceso de selenio, se puede encontrar en la orina
en su forma trimetilada (TMSe) y puede ser eliminado por la exhalacién en su forma dimetilada
[28, 26, 29]. Por otro lado, el contenido de selenio en la leche es relativamente bajo, pero
incrementa significativamente con la implementacion de suplementos [6].



1.1.3 Selenio en la dieta

No todas las especies obtienen Se de la misma fuente, por lo que los mecanismos de absorcion
se adaptan a la especie quimica de Se a ser utilizada. Tanto bacterias, como levaduras y plantas
absorben selenio inorganico del ambiente por las diferentes vias ya mencionadas, y luego es
incorporado en proteinas en forma de selenoaminodcidos. El caso de las plantas es particular. No
se conocen plantas que codifiquen para selenoproteinas, por lo que no tienen un mecanismo de
incorporacion de Sec especifico. Las plantas utilizan selenato, la mayor fuente de Se en suelos,
en donde es asimilado por una via andloga a la del metabolismo del sulfuro. La incorporacion de
Se en selenoaminodcidos y posteriormente en proteinas ocurre de modo aleatorio. El selenio
sustituye al azufre tanto en la cisteina como en la metionina, y luego estos selenoaminodcidos
son incorporados de forma aleatoria en las proteinas en sustitucién de los aminoacidos originales
[30].

La forma predominante de obtener Se de la dieta en humanos es a través de la ingesta de
proteinas, en donde el Se se encuentra en su forma orgdnica [4]. La bio-disponibilidad del Se
ingerido depende de la forma en la que se encuentra y de la cantidad de proteina, grasa y metales
pesados que tiene el alimento. La cantidad que se puede obtener de un mismo alimento obtenido
de diferentes regiones es diversa y depende de factores como: la cantidad de Se en el suelo, el
tipo de suelo, las condiciones agro-climdticas y el tipo de cosecha que se da en la regidn
geografica. También puede afectar la forma y tipo de coccién, debido a que se pueden formar
compuestos volatiles de Se. Los alimentos que tienen una mayor cantidad de Se son los cereales,
la carne y los productos lacteos. Por otro lado, las frutas y verduras son caracterizadas por tener
bajas concentraciones de Se, mientras que porciones mas ricas en proteinas de la planta estén
asociadas a una mayor cantidad de este elemento [4].

1.2 Selenio, selenocisteina y selenoproteinas

Se han descrito tres roles bioldgicos del selenio: 1) formando parte de la 2-selenouridina en la
posiciéon de “balanceo” del anticoddn (primera base) de algunos ARNt de ciertos procariotas [31],
2) como cofactor, junto con molidbeno, en algunas molibdoproteinas en bacterias, estando
ambos elementos involucrados en la catdlisis [32], 3) formando parte de Sec en ciertas proteinas,
gue es la de distribucién filogenética mas amplia y la Unica forma de Se presente en animales.

A estas proteinas se las denomina selenoproteinas, en su mayoria enzimas con actividad redox,
en donde Sec juega un rol fundamental en el sitio activo. Dentro de las selenoproteinas no se
incluyen aquellas que incorporan SeMet. Esto se debe a que no se conocen genes que codifiquen
para la biosintesis este aminodcido, ni para su incorporacion especifica a la cadena peptidica, o
una funcidn clara relacionada con este aminoacido [33].



1.2.1 Comparacion Sec vs Cys

La incorporacion de Sec en selenoproteinas es un proceso energéticamente costoso, el cual
resulta en enzimas con una actividad enzimdtica mayor que proteinas homodlogas que presentan
Cys en lugar de Sec. Estructuralmente, Sec difiere de Cys por la sustitucién del atomo de azufre
por un atomo de Se (ver figura 1). Este hecho lleva a pensar que las cualidades que hacen que las
selenoproteinas catalicen reacciones de naturaleza redox con una velocidad de reaccién mayor
recaen sobre el &tomo de Se [34, 35]. El selenio se encuentra justo debajo del azufre en la tabla
periddica, ambos formando parte del grupo de los calcégenos. Se cree que el efecto combinado
de las ligeras diferencias fisicoquimicas entre estos dos elemento, entre las cuales se incluyen un
mayor radio atémico y distancia de enlace del selenio, sumado el hecho de que es un &tomo mas
polarizable y tiene menor energia de enlace diatomica, determinan las genuinas diferencias
bioquimicas entre Sec y Cys encontradas en proteinas [34]. Diferentes autores han atribuido la
mayor reactividad de las selenoproteinas a la mayor nucleofilicidad de Sec [34] [35], cualidad que
deriva de la combinacion de factores como lo son el pKa, polaridad, electronegatividad y radio
atomico [34]. Se encontré que a pH fisioldgico, la mayor nucleofilicidad de Se, posiblemente junto
con la alta probabilidad de que actie como grupo saliente, puede llevar a una reaccién dos
6rdenes de magnitud mas rapida que con el correspondiente compuesto de azufre [34]. De todas
formas, estas caracteristicas no explican por qué existen homdlogos que sustituyen Sec por Cys.
Existen muchas especies que no codifican para ningun tipo de selenoproteina, y en su lugar
sustituyen el residuo de Sec con un residuo de Cys. Diferentes autores han presentado hipotesis
y argumentos intentado explicar esta cuestion [34] [35] [36], pero al dia de hoy no hay un
consenso definido.

1.2.2 Selenoproteinas

Las selenoproteinas se encuentran presentes en los tres dominios de lo viviente, aunque no en
todas las especies [1]. El conjunto de selenoproteinas de una especie se denomina
selenoproteoma. En humanos, se conocen 25 proteinas que incorporan Sec en su estructura [37].
En mamiferos estan involucradas en la funcién inmune, cardiovascular, hormonal, y reproductiva
[38]. La primera selenoproteina descubierta en mamiferos fue la enzima GPX en 1973 a partir de
eritocitos bovinos [39]. Hoy en dia es una de las selenoproteinas mas caracterizada, junto con las
yodotironinas deyodinasas y la TRXR.

La mayoria de los miembros de estas familias tienen actividad éxidorreductasa y se caracterizan
por presentar Sec en su sitio activo. En mamiferos, se puede dividir esta familia en dos subgrupos
de acuerdo con la posicién de Sec [37]. Uno de ellos posee este residuo préximo al c-terminal,
como es el caso de la TRXR [1]. Por lo contrario, el segundo grupo poseen Sec en la zona n-
terminal, y en la mayoria de los casos estas proteinas poseen una estructura denominada
plegamiento tiorredoxina y un motivo CXXU, correspondiente al motivo del sitio activo de la



tiorredoxina CXXC. Dentro de este subgrupo se incluyen las enzimas GPX y yodotironina
deyodinasa, entre otras [1].

Por otro lado, existe excepcion a que la posicion de Sec esté asociada al sitio activo de una enzima
con actividad redox. La selenoproteina P (SELENOP), cuyo gen codifica para dos o mas residuos
de Sec [1]. En mamiferos, las SELENOP pueden tener entre 7 y 16 residuos de Sec (en humanos
posee 10) y se asocia a una reserva de selenio en plasma. Se ha encontrado que la cantidad de
residuos de Sec de estas proteinas es proporcional al tamafio del selenoproteoma, lo cual es
consistente con el transporte y utilizaciéon de este aminodcido en el organismo [40].

1.3 Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans es un nematodo de vida libre perteneciente a la familia Rhabditidae que
se encuentra en ambientes templados. Las larvas miden aproximadamente 0,2 mm y la longitud
del adulto ronda el milimetro [41]. Se alimenta principalmente de bacterias y pequefios
eucariotas, y en la naturaleza es aislado de materia vegetal en descomposicion [42].
Anatémicamente estd compuesto por una capa de epidermis (tradicionalmente llamada
hipodermis) que se encarga de secretar la cuticula y encierra una cavidad pseudocelémica llena
de liquido que contiene el sistema de érganos. Hacia el interior de la epidermis esta el conjunto
de musculos que controlan el movimiento del organismo, asi como los cordones nerviosos
ventral y dorsal los cuales inervan los musculos. Dentro de la regidn neuro-muscular se encuentra
en sistema digestivo, excretorio y reproductivo [41].

Este organismo eclosiona del huevo fuera del progenitor. Su ciclo de vida esta compuesto por
cuatro etapas larvarias y una etapa adulta. La finalizacién de cada etapa estd marcada por un
periodo de letargo [43] en donde se sintetiza la nueva cuticula [44]. La embriogénesis se da en
16 h aproximadamente y luego de la cual eclosionan larvas, en el estadio L1, con 558 nucleos
[41]. Bajo condiciones de temperatura y nutrientes éptima, el organismo permanece 16 h en la
primera etapa larvaria (L1), y luego se encontrara en cada una de las etapas alrededor de 12 h
[43]. Luego de las 12hs de haber llegado a la etapa adulta, ocurre la fecundacién, embriogénesis
y comenzara la ovoposicion [41]. Incubandolos a 25°C, demoran 72 h en desarrollarse de embrién
a adulto fértil [41]. El ciclo de vida completo se esquematiza en la Figura 2. Los gusanos ponen
huevos entre dos y tres dias (un total de aproximadamente 300 huevos) y después pueden vivir
alrededor de 15 dias mas. En el laboratorio se cultivan en placas Petri con medio de cultivo y en
general se utiliza la cepa de Escherichia coli OP50 como alimento [45, 46]. Esta cepa de E. coli es
auxotrofa de uracilo y el crecimiento se ve limitado en el medio utilizado. Este efecto es deseado
ya que permite una observacion mas clara y facilita el apareamiento entre gusanos. El rango de
temperaturas en el que se desarrollan normalmente es de 15-25°C, siendo a menor temperatura
mas lento el desarrollo. A 15°C pueden sobrevivir durante meses [47], y también es posible
congelarlos en una solucién con glicerol a -80°C para almacenarlos de forma indefinida [45].
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Figura 2: Esquema del ciclo de vida de C. elegans. En la imagen se muestra el ciclo de vida del nematodo a 22°C. Los numeros
sobre las flechas indican el tiempo que estd el nematodo en determinado estadio. Tomado de referencia [48].

En la naturaleza, la mayoria de los individuos de esta especie se encuentran en una etapa larvaria
alternativa a las descritas anteriormente denominada “dauer” [42]. Esta etapa se asocia a una
respuesta ante condiciones adversas provocadas por falta de nutrientes, sobrepoblacidn, altas
temperaturas u otros tipos de condiciones de estrés [41, 42]. Estas sefiales son recibidas y
procesadas por larvas en etapa L1 y en la etapa L2. Desencadenan la activacién de este ciclo de
vida alternativo, en donde cambia la cuticula y entra en el estadio dauer, la cual es alternativa a
L3 [41]. La cuticula de estos gusanos se caracteriza por cubrir absolutamente todo el organismo
incluyendo la boca, de modo que no se pueda alimentar provocando una detencién en el
desarrollo [41]. Estos individuos tienen un comportamiento especial denominado nictation, en el
cual se incorporan sobre la cola y agitan la parte anterior de su cuerpo. Esto les permite adherirse
a la superficie de cualquier otro animal u objeto que pase sobre él y transportarse a zonas nuevas
[41, 42]. En el laboratorio se pueden observar gusanos en esta etapa si se encuentran en
condiciones de cultivo que le puedan generar alguna de las condiciones de estrés antes
mencionadas. Cuando estos gusanos se traspasan a nuevas placas, con alimento fresco y a la
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temperatura adecuada, retoman su desarrollo cambiando nuevamente la cuticula y pasando a la
etapa L4.

La cepa salvaje tiene dos formas sexuales: hermafrodita y macho, los cuales se diferencian
morfolégicamente en el estadio L4. Los individuos hermafroditas son capaces de formar oocitos
y espermatozoides, y se reproducen por autofecundaciéon o por el cruce con un macho. Esta
especie esta compuesta por animales eutélicos, con 959 células en hermafroditas y 1031 en
machos. Ambos poseen 5 pares de autosomas, los hermafroditas ademds tienen dos
cromosomas sexuales (XX) mientras que los machos tienen solo uno (X0) [41]. La generacién de
machos se da por la no disyuncién de los cromosomas X durante la meiosis en la linea germinal,
con unatasa cercana al 0,2% en la cepa salvaje Bristol-N2 (N2) [41, 42]. En el laboratorio se puede
aumentar la tasa de generacidon de machos (i) realizando un shock térmico de larvas L4; (ii)
exponiéndolos a etanol; (iii) haciendo un knock down del gen him-14 [49]. Mutaciones en los
genes him (high incidence of males) aumentan la generaciéon de machos, pero muchas de estas
conllevan efectos deletéreos en la anatomia o el comportamiento en ambas formas sexuales.
Dentro de estas, las mutaciones him-5 y him-8 son las mas utilizadas para tener poblaciones de
machos y hermafroditas, dado que los individuos son viables [49].

Por su parte, C. elegans posee varias caracteristicas que lo identifica como un excelente modelo
bioldgico para estudiar cuestiones de desarrollo, electrofisiologia, neurobiologia, division celular,
metabolismo y transduccién de sefiales, entre otros. Es un organismo pequefo, con capacidad
de generar una gran progenie, transparente, de ciclos de vida corto y nimero de células
invariante, facil de cultivar y de bajo costo. En lo que respecta a aplicaciones genéticas, son tres
las caracteristicas que hacen que C. elegans sea una herramienta util y sencilla: la capacidad de
autofecundarse, el crecimiento rapido, y la posibilidad de criogenizacién y recuperacién de
estirpes. Gracias a la capacidad de autofecundarse, cualquier alelo mutante puede ser mantenido
a través de auto-propagacion luego de varias generaciones sin la necesidad de realizar cruces
entre individuos. Al tener ciclos de vida cortos, de aproximadamente 3.5 dias a 20°C para
desarrollarse de embrién a adulto gravido, es posible obtener mutantes homocigotas (luego de
dos generaciones) en una semana. Por ultimo, la posibilidad de poder crioconservar las estirpes
permite conservar mutantes sin la posibilidad de que adquieran nuevas mutaciones, o la pérdida
de las mutaciones deseadas en caso de que se encuentren en heterocigosis [47].

1.4 Lo que se conoce de genes involucrados en la respuesta a selenio

Previamente en nuestro laboratorio se propuso comprender ciertos aspectos del metabolismo
del selenio que se desconocen. Para esto, se utilizaron técnicas de genética directa para mutar
aleatoriamente la estirpe salvaje N2 y posteriormente se hizo un screen para identificar mutantes
resistentes al selenio. Del screen se obtuvieron 14 estirpes resistentes, de las cuales se
caracterizaron dos de ellas. De este trabajo se identificaron dos alelos mutantes del gen egl-9, el
cual es un regulador negativo del factor de transcripcion inducible por hipoxia (HIF-1) [50]. A

12



continuacion, se expone un breve resumen del factor de transcripcion HIF-1, su regulacion por la
proteina EGL-9 y las hipdétesis que se manejan de este estudio.

El factor de transcripcidn HIF tiene un rol clave en la homeostasis del oxigeno [51]. En mamiferos,
HIF es un heterodimero compuesto por una subunidad a y una subunidad B. Este complejo se
une al ADN en la secuencia conservada A/(G)CGTG de elementos de respuesta a hipoxia [51, 52].
En condiciones de normoxia, la subunidad a se encuentra en el citosol, en donde es hidroxilada
por una familia de proteinas con un dominio prolil-hidroxilasa (PHD), en donde en mamiferos se
conoce como EGLN. Dicha hidroxilacion permite que la proteina Von Hippel-Lindau tumor
suppressor (VHL) reconozca el dominio de degradacion oxigeno dependiente (ODDD) de HIF y la
marque para degradacion proteosomal a través de varias ubiquitinaciones. En condiciones de
hipoxia HIFa no es hidroxilado, por lo que se transloca al nucleo y se dimeriza con HIFB y asi
regula los genes de respuesta a hipoxia [51, 52, 53]. Esta se conoce como la regulacién candnica
de HIF, esquematizada en la Figura 3. Otros autores proponen que existe una regulacion no
candnica de HIF, independiente de VHL y regulada por una actividad diferente a la prolil-
hidroxilasa de las PHD [53].

La respuesta a hipoxia que se da en mamiferos por los genes hif-a, hif-6, egin y vhl se encuentra
conservada en C. elegans y es mediada por los genes ortdlogos hif-1, aha-1, egl-9 y vhl-1,
respectivamente. EGL-9 fue la primera prolil-hidroxilasa descubierta capaz de regular la
estabilidad de HIF [51] y posteriormente se encontraron homélogos en mamiferos, Drosophila
melanogaster, Dictyostelium, Schizosaccharomyces pombe y Chlamydomonas reinhardtii [52].
Estas proteinas pertenecen a la familia dependiente de 2-oxoglutarato, dioxigenasas de union a
hierro en forma no-hemo, en donde EGL-9 es capaz de hidroxilar la prolina 621 de HIF-1 [53].

Esta enzima utiliza como sustrato el oxigeno, 2-oxoglutarato (aKG), hierro y ascorbato. Incorpora
los dos atomos de oxigeno en sus productos: uno se utilizada para la descarboxilacién del akKG
para formar succinato y CO3, y el otro se incorpora a HIF en forma de OH en un residuo de prolina.
La Km de las PHD es mas alta que la de otras oxigenasas, incluso mas alta que la concentracién
de oxigeno intracelular, lo cual se traduce a que estas enzimas dependan de oxigeno mientras
gue los otros sustratos y co-factores se encuentren disponibles [52].
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Figura 3: Mecanismo de regulacion de HIF-1. En la figura se esquematiza la requlacion candnica de HIF-1 mediada por las proteinas
EGL-9 y VHL-1 en presencia de oxigeno, la via no candnica mediada por una actividad diferente a la prolil-hidroxilasa de EGL-9, y
por ultimo la via de activacion de HIF-1 en ausencia de oxigeno.

El aKG es un intermediario del ciclo de Krebs, el cual es transportado al citosol por el
transportador de malato-2-oxoglutarato y funciona como un dador de electrones para la
hidroxilacion de prolina. La produccion de este compuesto durante normoxia es critica para la
actividad de las PHD, siguiendo un mecanismo que parece ser afectado por el metabolismo de
ciertos aminoacidos. Bajo privacidon de aminoacidos, los niveles de 2-KG disminuyen y lleva a la
inactivacion de las PHD [52]. Por otro lado, el hierro en su forma reducida (Fe?*) se encuentra
coordinado por dos residuos de histidinas conservados en el sitio catalitico de la enzima. Cuando
se lleva a cabo la reaccidn el hierro se oxida a Fe3*. En ensayos enzimdticos in vitro se utiliza
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ascorbato para reducir nuevamente el Fe3* [54, 55], pero no hay evidencia de que participe in
vivo, sobre todo por la baja concentracién de Fe?* en la célula [55].

Las PHD son conocidas como sensores de oxigeno celulares [53, 52], regulando la estabilidad de
HIF, el cual interviene en la expresion de genes relacionado con el metabolismo de glucosa,
angiogénesis, proliferacion celular y supervivencia celular [52]. Es importante aclarar que
diferentes sefiales promueven la actividad transcripcional de HIF-1, pero causan patrones de
expresion diferentes de los genes regulados por HIF-1 [56, 57]. Por otro lado, se conocen
funciones de las PHD independientes de HIF, las cuales afectan el metabolismo celular, la
sefializacion celular, la expresion génica y apoptosis [52].

En C. elegans el factor de transcripcién HIF-1 es ademas esencial en la respuesta a sulfuro de
hidrégeno (H»S) y dcido cianhidrico (HCN) [56]. Estos dos gases provocan la acumulacién de HIF-
1 en el nucleo. Se ha visto que en estirpes que poseen afectada la via de regulacién negativa de
esta proteina, la misma se acumula en el nucleo provocando la expresidn constitutiva de sus
genes blanco y llevando asi a la resistencia del organismo al H,S y HCN. Estudios muestran que el
aumento de actividad gracias a H,S y HCN lleva al aumento de la expresion de sqrd-1y cysl-2 [56].
SQRD-1 reduce los niveles de sulfuro en la mitocondria, actuando sobre el mismo y reduciendo
una molécula de ubiquinona, previniendo el alcance a una concentracién mayor a la tolerada
[58]. Por otro lado, CYSL-2 cataliza la reaccién de asimilacién de HCN produciendo cantidades
equimolares de HS. CYSL-1 actua en el siguiente paso de la via asimilando sulfuro a cisteina. Si
bien CYSL-1 no aumenta en respuesta a H;S, en presencia de este compuesto CYSL-1 funciona
como una proteina de transduccidon de sefal que se une directamente a EGL-9 y previene que
inhiba a HIF-1 [56, 59]. Frente a esto, se sugiere que la respuesta mediada por HIF-1 a estos
compuestas forma parte de la regulaciéon no candnica independiente de hipoxia [56].

En relacion al selenio, en el laboratorio se determind que mutantes en eg/-9 son capaces de
resistir en mayor medida a concentraciones téxicas de selenio en comparacion a la cepa salvaje,
mientras que mutantes en hif-1 resultan ser mas sensibles [50]. EI mismo resultado se obtiene
con estas estirpes cuando son tratadas con H)S. Exponiendo mutantes en cysl-1 a
concentraciones tdxicas de selenio, se encontré que los individuos eran sensibles, mientras que
el doble mutante cysl-1,;egl-9 es resistente, indicando que cys/-1 es un regulador upstream de
egl-9, y se propone que cumpliria la funcidn de censar Se, al igual que ocurre con H3S. Por otro
lado, la via SKN-1/NRF2 ha sido descrita como reguladora de la expresion génica en presencia de
sulfuro [60], en donde se propone que tanto la via HIF-1 como SKN-1 actian en conjunto para
coordinar la respuesta transcripcional a este compuesto [60]. Asimismo, se ha relacionado la
actividad de SKN-1/NRF2 en presencia de Se en mamiferos, en donde la ingesta de
concentraciones téxicas de selenio provoca un aumento de la expresion de genes regulados por
la via SKN-1/NRF2 [61]. En otro estudio, se demostré que C. elegans en presencia de
concentraciones no tdxicas de selenio la resistencia a Pseudomonas aeruginosa se veia
aumentada gracias a la activacién y translocacién de SKN-1 al nucleo [62]. Por otro lado, en C.
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elegans existe evidencia de que la via DAF-16/FOXO también se ve implicada en la respuesta al
selenio [63], por lo que se propone que la respuesta a selenio es regulada por las tres vias (Figura
4).
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Figura 4: Respuesta al selenio involucrando a DAF-16/FOXO, SKN-1/NRF2 y HIF-1/HIF, adaptado de la referencia [50].
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2 Objetivos

Generales

Contribuir a la comprension de los mecanismos de asimilacion, metabolizacidén y detoxificacion
del elemento traza selenio.

Especificos

1) Caracterizar dos estirpes de C. elegans resistentes a selenio.
2) Avanzar en la identificacion de los genes involucrados en la resistencia a selenio.

3 Materiales y métodos

3.1 Estirpes y reactivos utilizados
A continuacién, se muestran las estirpes y reactivos utilizados en este trabajo.

Tabla 1. Estirpes utilizadas

Estirpe de C. elegans Alelo Caracteristica

N2 - Aislado silvestre de Bristol

Qw1267 zf152 Resistente a selenio

Qw1270 zf156 Resistente a selenio, desarrollo retardado, retencion de
embriones en Utero

QW1263 zf150 Resistente a selenio

TM10386 tm10386 SKN-1 KO

ZG31 ia04 HIF-1 KO

Estirpe de E. coli Caracteristica

OP50 Auxétrofa para uracilo

Tabla 2. Medios y soluciones

Medio o solucién Componentes
Medio NGM NaCl 3g/L, peptona 2.5g/L, colesterol 5 mg/ml, MgSO4 1 mM, CaCl;
1 mMyKPO40.025 M

Solucién de Bleaching 1 vol. NaOH 5M, 1.5 vol. de NaOCl 4%, 2.5 vol de H,0

Buffer M9 (1L) 3.0 g KH2PO4, 6.0 g Na2HPO4,0.5 g NaCl, H20 c.s.p.

Solucién de congelado 2X NaCl 5.85 g/L, KH2PO4 6.8 g/L, glicerol 300 g/L, NaOH 5.6 mM,
MgP040.3 mM

Buffer de lisis Tris (pH 8.2) 10 mM, KCI 50 mM, MgCl, x6 H,0 2.5 mM, Triton X-

100 0.45 %, Tween 0.45%, Gelatine 0.01%, H,0 c.s.p.

17



Azida 100 mM

Tabla 3. Primers

Nombre Secuencia

Egl-9 HA487 FW GAGCGACTCTATGAACGGGG
Egl-9 H487 RV GTGGACGGGAAGAGTCGAAG
Egl-9 Sa307 FW GTATCGTTGTTTCTCTGCCTTG
Egl-9 Sa307 RV GTCCCCGTTCATAGAGTCGC

Tabla 4. Enzimas

Nombre de la enzima Marca
Polimerasa Pfu DNA polymerase de Thermo Scientific
Proteinasa K QIAGEN

3.2 Manejo de estirpes

Las estirpes de C. elegans fueron descongeladas de una temperatura de -80°C y se mantuvieron
en placas de Petri de 5 cm con medio de cultivo y alimento a 20°C durante todos los ensayos.

3.21 Medio de cultivo y alimento

El mantenimiento general de las estirpes de gusanos se hizo en medio NGM (Nematode Growth
Medium), de composicion detallada en la Tabla 2 con un césped de la cepa de E. coli OP50 como
fuente de alimento.

3.2.2 Sincronizacion

Utilizando placas enriquecidas en gusanos adultos, se colectan con buffer M9 estéril (5 mL por
placa). Se centrifugan a 600 g por 1 min y se descarta el sobrenadante. Se adicionan 10 mL de
solucién de bleaching. Se agita en vértex cada 1-2 min y se monitorea el avance del proceso por
observacion con lupa. Cuando la mayoria de los gusanos estan disueltos, se centrifugana 1100 g
por 2 min, y se descarta el sobrenadante. El pellet conteniendo los embriones se lava
resuspendiéndolo con buffer M9 y centrifugando a la misma velocidad y tiempo. El lavado es
repetido dos veces y luego los embriones se resuspenden en un volumen de 10 mL de M9 y se
vierten a un matraz de 100 mL. Los embriones son entonces incubados a 20°Cy 210 rpm, durante
20 horas. En este tiempo todos los embriones eclosionaran y dado que el medio no posee comida,
guedardn arrestadas en el estadio L1.

Las larvas arrestadas en L1 se centrifugan a 1100 g por 2 min. Se descarta el sobrenadante y se
homogeniza la suspensidn. Se deposita 1L de la suspension en un portaobjetos y en la lupa se
cuantifica la cantidad de larvas. En base a la cantidad de gusanos por pL, se siembran entre 3000
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y 4000 gusanos por placa de Petri de 9 cm con alimento. A 20°C, los gusanos llegan a adultos a
las 72hs.

3.23 Congelado

Para el congelado de las estirpes, se toma 1 placa de 9 cm que tenga predominantemente
gusanos en los estadios L1 y L2, después de 1 dia de que se haya acabado la bacteria alimento.
Se recuperan los gusanos con 3-5 mL de buffer M9 a un tubo de 15 mL y se agrega el mismo
volumen de solucidn de congelado 2X, se mezcla, se alicuota en criotubos de 1mL y se almacena
a -80°C. Inicialmente los criotubos se ubican en un bloque de espuma plast para permitir una
congelacion progresiva. Luego de 2 semanas uno de los tubos se descongela y se vierte el
contenido en una placa de NGM con comida para monitorear el crecimiento de los nematodos
como control del correcto congelado. El resto de los tubos se mantienen a -80 °C en las cajas de
almacenamiento de estirpe hasta su uso.

3.24 Generacion de machos

La frecuencia de aparicién de machos puede aumentarse mediante un choque térmico. Para esto,
entre 20 y 30 hermafroditas L4 son incubadas a 37°C durante 1 hora en una placa de NGM con
alimento, y luego se pasa a 20°C. Se espera que entre 2 y el 5% de la progenie sean machos. Una
vez generados, el stock de machos se mantiene mediante su cruce con hermafroditas.

3.3 Ensayo de toxicidad en medio liquido usando WMicrotracker

El equipo Worm Microtracker permite medir la actividad locomotora de gusanos en medio liquido
en un formato de placa de 96 pocillos.

El mecanismo de deteccidon del movimiento se basa en un sistema de haces de luz infrarroja y
detectores. En la posicion correspondiente a cada pocillo de la placa, dos haces de luz infrarroja
atraviesan la base pocillo, la suspensidn de gusanos y finalmente son detectados por un
fototransistor. Cuando los gusanos por su movimiento interceptan los haces de luz, ocurre una
fluctuacién en la sefial recibida por el fototransistor y la sefial de salida de este es convertida
digitalmente en un valor de actividad. Cuanto mds movimiento haya en un pocillo, mayor sera el
numero de veces que el haz de luz es interrumpido y eso es traducido en una mayor actividad
locomotora. El uso de distintas concentraciones de una droga o un compuesto que afecte al
gusano, se va a evidenciar en un cambio en la actividad locomotora.

Gusanos sincronizados en estadio L4 son transferidos a las placas de 96 pocillos, ~80 gusanos por
pocillo en un volumen final de 100 uL. A partir de placas de NGM+OP50 con gusanos
sincronizados, se levantan los gusanos L4 con buffer M9 y se transfieren a un tubo de 15 mL. Se
centrifuga a 600 g durante 1 min y se saca el sobrenadante. Se lava 1-2 veces segun la cantidad
de bacteria que quede en el sobrenadante. Por ultimo, se resuspende el pellet de gusanos en el
medio en el cual serd realizado el experimento. En el caso de esta tesis fue H,0.
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En la mayoria de los experimentos se ensayaron 8 pocillos por condicién por estirpe de gusano.
Con esta placa, se procede a la cuantificacién de motilidad en el WMicrotracker durante 30
minutos con los gusanos en 50 UL de agua. Esta sera la motilidad basal por pocillo (que se expresa
en “counts” o conteos; en donde un conteo es la interrupcién de has infrarrojo por el movimiento
de gusano), esta actividad basal normaliza la actividad segin el nimero de gusanos en cada
pocillo (es decir si un pocillo tiene 70 gusanos y otro 90, esto se vera reflejado en el conteo que
es proporcional al nimero de gusanos entre 40 y 120 gusanos). Esta normalizacion es importante
porque al ser una suspensidon de gusanos, puede haber diferencias pequefias entre pocillos
debido a heterogeneidad en la suspension al pipetear dicha suspensidn. Se agrega un volumen
de 50 pL de selenito de sodio o de agua para los controles. Los gusanos se colocaron durante 900
minutos, en donde el equipo brinda la actividad que tuvo cada pocillo en intervalos de 15
minutos. Cada uno de los valores (60 a lo largo de los 900 minutos) se expresa como la diferencia
entre la actividad del pocillo en el tiempo X y la actividad del pocillo en X-15 minutos. En otras
palabras, se expresa como la cantidad de veces que el haz fue interrumpido desde el ultimo valor
registrado.

3.4 Resistencia a Se en placa

En los ensayos de toxicidad a selenito de sodio en placa, al medio NGM agar fundido se le agregdé
la cantidad necesaria de selenito de sodio para la concentracion final de 10 mM.

Para evitar posible interferencia del metabolismo del selenio por parte de la cepa OP50, se utilizd
bacteria muerta. Para esto, un cultivo concentrado (20x) de bacteria se incubd a 65°C durante 30
min.

Entre 40-50 gusanos L4-jovenes adultos fueron transferidos a las placas con selenito, y luego de
72 horas (o del tiempo indicado) se cuantifica el nUmero de gusanos vivos y muertos. Aquellos
gusanos que mueren por otro motivo, por ejemplo, irse a las paredes de la placa y morir por
desecacion, no son incluidos en el resultado. Todos los dias los gusanos sobrevivientes son
transferidos a placas nuevas con selenito y los muertos descartados.

3.5 Ensayo de desarrollo post-embrionario

Para evaluar el desarrollo post-embrionario se coloca en una placa 15-20 gusanos adultos
gravidos durante 1 hora y luego son retirados. Por autofecundacion de los hermafroditas
guedardn en la placa embriones los cuales son evaluados cada dia con respecto al estadio del
ciclo de vida alcanzado. Para facilitar la designacién de los estadios, se cuantifican los gusanos en
tres categorias, menores al estadio L4 (es decir L1, L2 y L3), L4 y adultos.

3.6 Cuantificacidon de embriones en utero
Se aislaron 10 gusanos sincronizados en L4 y se colocaron en una placa de Petri de 5 cm con

alimento, una por cada estirpe, durante 36 hs a 20°C [64]. Luego de pasado ese periodo, se coloca
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cada gusano en una gota de solucién de bleaching sobre un portaobjetos y se observa la cantidad
de huevos en una lupa luego de que se hayan disuelto los tejidos del adulto.

3.7 Observacidn de estirpes en microscopio

Las estirpes se observaron en el microscopio Olympus IX81 con una cdmara Hamamatsu ORCA
ER y las imdgenes capturadas con el programa 4.17 micro-manager [65]. Las muestras se
prepararon en un portaobjetos con un colchdn de agarosa al 2% (en agua) y se agregd una gota
de azida (60 mM) para inmovilizar a los gusanos. Los gusanos fueron depositados sobre la azida
y cubiertos por cubreobjetos.

La preparacion de las muestras consistié en aislar gusanos L4 e incubarlos durante 36 horas a
20°C en placas con alimento. Se utilizé6 un aumento de 60X y se tomaron varias capturas a modo
de reconstruir los gusanos completos. El mosaico fue realizado utilizando la herramienta Mosaic/
del software ImagelJ [66].

3.8 PCR y secuenciacién
3.8.1 Extraccidon de ADN

La extracciéon de ADN se hace siguiendo los pasos del siguiente protocolo de matanza de
gusanos: se seleccionan 20 gusanos adultos y se colocan en un tubo eppendorf junto con 25 pL
de buffer de lisis y 5 ul de la enzima proteinasa K (20 mg/ml). Se dejan durante 30 minutos a -80
°C. El tubo se pasa a un termociclador y se deja en un ciclo de una hora a 65 °C y 15 minutos a
95 °C. EI ADN se conserva a -20 °C.

3.8.2 PCR

Para la reaccién de amplificacién se utilizé la polimerasa Pfu de Thermo (con actividad
proofreading). Los voliumenes utilizados para una reaccién se detallan en la tabla 5.

Tabla 5: volumenes utilizados en las reacciones de PCR

Compuesto quimico Volumen (uL)
H20 csp 25 pL 18.8
Buffer 10X 2.5
dNTPs (mix 10mM) 0.5
Primer FW (10 uM) 1
Primer RV (10 uM) 1
Polimerasa 0.2
Molde de DNA 1
3.8.3 Purificacién de ADN amplificado por electroforesis en gel de agarosa vy

determinacion de la concentracion.
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Los geles de agarosa se hicieron en una concentracidén de 1% y se utilizé bromuro de etidio para
visualizar el ADN amplificado. El marcador de peso molecular utilizado fue GeneRuler Ladder de
Thermo Fisher Scientific 100 pb plus. Para extraer el ADN de la banda de interés se utilizé el kit
PureLink quick gel extraction & PCR purification combo de Invitrogen y se almacend el ADN a -
20°C.

La concentracidn de ADN extraido del gel se determind haciendo uso del instrumento NanoDrop
de Thermo Fisher Scientific.

3.84 Secuenciacion

La secuenciacidon de los fragmentos amplificados fue realizada por la Unidad de Biologia
Molecular del Instituto Pasteur de Montevideo, utilizando el método de secuenciacién de
Sanger con los secuenciadores de Applied BioSystems 3130 y 3500.

La secuencia de la regidon de ADN de interés fue comparada con el genoma de referencia que se
encuentra en Wormbase.org.

3.9 Modo de herencia y complementacion
3.9.1 Cruce para determinar modo de herencia

Para determinar el modo de herencia de las mutaciones en las estirpes resistentes, se hicieron
cruces con machos N2. Se colocaron 2 gusanos mutantes hermafroditas en estadio L4 junto con
15 gusanos machos N2. Para cada cruce se utilizaron 4 placas en paralelo. Las placas se incuban
a 20°C hasta que haya una cantidad suficiente de huevos en el agar (48 hs aproximadamente), y
luego se eliminan los gusanos progenitores (PO). Los embriones se incuban a 20°C hasta que la
poblacién F1 llega al estadio L4.

La resistencia de F1 es evaluada en placas con 10 mM de selenito de sodio. En paralelo se evalla
la resistencia de gusanos hermafroditas N2 y los mutantes progenitores. Para determinar si la
mutacion se encuentra en el cromosoma X, se evalla la resistencia al selenio de los hermafroditas
y machos (ambos de la generacion F1) por separado.

3.9.2 Ensayo de complementacién

Para realizar el cruce de complementacién se utilizé el mutante QW1263 como estirpe de
referencia, el cual tiene una mutacién de pérdida de funcién en el gen eg/-9. El cruce se realizd
de la misma forma que en el punto anterior.

Se evalud la resistencia de la poblacion F1 hermafrodita en placas con 10 mM de selenito de
sodio, utilizando las estirpes N2 y QW1270 como control.

3.9.3 Tratamiento estadistico

Los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas fueron determinados a través de los
test Shapiro-Wilk y Levene respectivamente, para lo cual se fijé un nivel de significancia del 5%
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(a=0.05). Para evidenciar diferencias significativas se utilizé el test de t-Student, en donde se fijo
un nivel de significancia de 5% (a=0.05). En todos los casos, el analisis estadistico se hizo con el
programa PAST.
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4 Resultados

4.1 Caracterizacion de estirpes mutantes QW1267 y QW1270 resistentes a selenio

41.1 Determinacién de la resistencia a selenito de sodio en medio liquido de las estirpes
QW1270y QW1267

Para determinar la resistencia a selenito de sodio de las estirpes estudiadas se utilizé el equipo
WWMiicroTracker siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.3. Se utilizaron como controles
la estirpe salvaje N2, sensible a selenio en las concentraciones estudiadas, y la estirpe mutante
en egl-9 QW1263, resistente a Se. Los resultados obtenidos en este ensayo de las estirpes
QW1270 y QW1267 se representan en la Figura 5.
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Figura 5. Resistencia a selenio en medio liquido. (A) Resistencia del mutante QW1270 y (B) resistencia del mutante QW1267.
Ambas estirpes fueron sincronizadas y evaluadas en el estadio larvario L4, utilizando el equipo WMicroTracker y a concentraciones
de 0, 5, 10y 20 mM de selenito de sodio luego de 900 min y a temperatura ambiente. En la imagen se ve el porcentaje de actividad
utilizando la concentracion 0 mM como referencia. Las barras de error corresponden a la desviacion estdandar. Cada grdfica
corresponde a un experimento con 8 pocillos por condicion por estirpe. Ambas pruebas fueron hechas por triplicado, ver anexo S1.

En la Figura 5 se puede ver que la actividad de las estirpes mutantes a los 900 minutos de ser
tratadas con selenio es mayor que la de la estirpe salvaje. La resistencia de QW1270 (Figura 5A)
se evidencia a concentraciones altas de selenio (10 y 20 mM), mientras que a concentraciones
bajas parece tener una resistencia similar a N2. En cambio, el mutante QW1267 (Figura 5B)
presenta una actividad similar a la de la estirpe resistente previamente caracterizada, QW1263
(en este experimento utilizada como control), frente a las diferentes concentraciones de selenio.
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4.1.2 Amplificacion y secuenciacion de egl-9

Dado que la resistencia al selenio de las cepas previamente caracterizadas en nuestro laboratorio
(QW1263 y QW1264) se debe a mutaciones en el gen egl-9, se decidid estudiar si el mismo se
encontraba intacto en las nuevas estirpes estudiadas: QW1267 y QW1270.

Se comenzd amplificando la regién del gen que codifica para la histidina 487 de EGL-9 ya que el
mutante QW1263 presenta una mutacién no sindnima en la posicidon 1460 de una A por una C,
gue genera el cambio de una histidina (cAt) por una prolina (cCt). El gen completo, con las
regiones UTR e intrones, posee 8398 pb por lo que se disefaron primers adecuados para la
amplificacién de la regidon de interés (695 pb) los cuales se llamaron Egl-9 P487H FW y RV, y su
secuencia se muestra en la tabla 3 de Materiales y Métodos.

El producto de la PCR se purificé en un gel de agarosa utilizando un marcador de peso molecular
como referencia. Se obtuvieron bandas limpias (Figura S3, anexo) de donde se purificaron los
productos de interés. El ADN fue secuenciado por el Laboratorio de Biologia Molecular del Institut
Pasteur de Montevideo. Las secuencias fueron comparadas con el genoma de referencia que se
encuentra en wormbase.org. Un fragmento del producto de la secuenciacion se muestra en la
Figura 6.
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Figura 6: Producto de secuenciacion de la region que codifica para la histidina 487 del gen egl-9. (A) Secuencia de la region 1438-
1482 del transcripto F22E12.4a.1, obtenido de wormbase.org. En negro se muestra el nucledtido 1460, en donde previamente
nuestro laboratorio encontré una mutacion de A-C en mutantes resistentes al selenio. (B) Secuenciacién del amplicén de egl-9
obtenido para el mutante QW1267. Se encuentra sefialado el nucledtido que corresponde la posicion 1460, una adenina en el gen
salvaje. (C) Secuenciacion del amplicon de egl-9 obtenido para el mutante QW1270. Se encuentra sefialado en nucledtido que
corresponde a la adenina 1460 del gen salvaje.

De la amplificacién y secuenciacién de la region de interés se obtuvieron las secuencias
mostradas en las Figuras 6B y 6C. La secuenciacion resulté confiable en la mayor parte del
amplicén, exceptuando las regiones 5’ y 3’ terminales debido al sesgo de la técnica (datos no
mostrados). El mutante QW1267 presenta la mutacidon previamente identificada por nuestro
laboratorio (mutante QW1263) de una sustitucién no sinébnima (cAt - cCt; H>P, alelo zf150).
Este resultado explica el fenotipo de resistencia obtenido en la Figura 5, en donde la resistencia
de QW1267 y QW1263 son similares frente a las diferentes concentraciones de selenito de sodio.

El mutante QW1270 no presenta alteraciones en la adenina 1460 (Figura 6C), por lo que se decide
abordar otras estrategias para determinar la mutacién que confiere la resistencia a selenio.
Decidimos amplificar la region afectada del alelo sa307 de egl-9, el cual presenta una delecion de
243 pb en la posicion 5201 del gen, asociada a una pérdida de funcidn. Esta delecién también
genera un fenotipo de retencién de huevos en el Utero, y existian previamente los primers en el
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laboratorio, por lo que se procedid a hacer la amplificacion con los primers Egl-9 sa307 FW y RV
(Tabla 3), se secuencié y se obtuvieron los datos mostrados en la Figura 7.

A 5260
1
cgctgacccaaaaattaattacaagGATCACAATAAGAATGTCGTTTACTCGGTAAGTAAAAAATTAAGTTACGACAATGCATTTTTTGCTTTAAGAAGCCG

ACCCCTTCTACATAAATTATCAAGCTATACGGCGGTGTACTTGTGTGAARAAAAACTTTTTTARATCCTTGTTTTTACAGACAACCCTCCAAGAACATCAGA
AGCATCTTCAGAATCGTGGTCTCGCACTAAGCATTCACCAAGCAATGGTTCTACGGTTAAGAGTaagttggtggtacagtacecttgat
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Figura 7: Producto de secuenciacion de la region afectada del alelo sa307 de egl-9. (A) Secuencia de la region 5235-5527 del
transcripto F22E12.4a.1, obtenido de wormbase.org. Se subraya la region faltante en el alelo mutante. (B) Secuenciacién del
amplicon de egl-9 obtenido para el mutante QW1270. La linea marca la guanina en donde comienza la delecion en el alelo sa307.

El ADN amplificado de la estirpe mutante se corrié en un gel de agarosa y se obtuvo una Unica
banda del mismo tamafio que la amplificacién de N2 (datos no mostrados). La secuencia del
amplicdn (Figura 7B) no muestra diferencias con la secuencia del alelo salvaje (Figura 7A).

4.1.3 Estudio del desarrollo post-embrionario de la estirpe QW1270

Durante el manejo de estirpes para evaluar la resistencia a Se en medio liquido, se hizo evidente
qgue la cepa QW1270 no se desarrollaba al mismo ritmo que el resto de las estirpes, por lo que se
decidid caracterizar el desarrollo post-embrionario. Para esto, se utilizd la estirpe salvaje N2
como control de desarrollo normal, y la estirpe QW1267 como control de desarrollo de un
mutante resistente al selenio. Se partié de huevos de las tres estirpes y se observaron cada 24
horas en placas con medio y alimento. Se clasificaron los gusanos en cuatro grupos: huevos sin
eclosionar, larvas que se encontraban entre el estadio L1 y L3, larvas en estadio L4 y adultos. Los
resultados se muestran en la Figura 8.
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Figura 8: Desarrollo post-embrionario de la estirpe QW1270 en condiciones sin selenio. (A) Desarrollo de N2, (B) desarrollo de
QW1267y (C) desarrollo de QW1270. Cada grdfica corresponde a un experimento con una placa por estirpe. Estos ensayos fueron
realizados por triplicado, ver anexo S2.

En la Figura 8 se puede ver que el desarrollo post-embrionario del mutante QW1267 (Figura 8B)
es similar al de la estirpe salvaje N2 (Figura 8A), en donde demoran aproximadamente 3 dias en
pasar de embriones a adultos en una temperatura constante de 20°C. En el caso de la estirpe
QW1270 (Figura 8C), demora 5 dias en que la totalidad de los embriones vivos se desarrollen por
las mismas etapas, confirmando que esta cepa tiene un retardo en el desarrollo.

4.1.4 Cuantificacion de embriones en uUtero de la estirpe QW1270.

Dado que las mutaciones previamente descritas en nuestro laboratorio poseen mutaciones en el
gen egl-9, y a que éste gen fue originalmente descrito en estirpes mutantes como responsable
de provocar un fenotipo de retencién de huevos (egl: egg-laying defective), se decidid cuantificar
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la cantidad de huevos en Utero de las estirpes estudiadas. Los resultados se muestran en la Figura
9.
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Figura 9: Cuantificacion de huevos en utero en las estirpes N2, QW1270 y QW1267. Cada grdfica representa un experimento con
10 gusanos adultos de cada estirpe. Se cuantifico la cantidad de huevos en el utero de cada uno. El grdfico muestra el promedio
de cada estirpe con la correspondiente desviacion estandar. El asterisco representa diferencias significativas obtenidas a partir de
un test de Student con un pvalue<0,05.

Para cuantificar la cantidad de huevos en Utero, se utilizé la estirpe salvaje N2 y la estirpe mutante
resistente al Se QW1267 como controles. Se aislaron 10 gusanos L4 de cada estirpe y se dejaron
crecer en placas con alimento a 20°C. A las 30 horas se picaron los gusanos y se colocaron en una
gota de solucién de bleaching sobre un portaobjetos.

No se encontraron diferencias significativas entre cantidad de huevos de la estirpe salvaje (N2 —
rojo) y la estirpe resistente al Se ya caracterizada (QW1267 - verde). En cambio, si hay entre el
mutante QW1270 (azul) y los controles. El hecho de que el mutante QW1270 tenga un fenotipo
de retencion de huevos en Utero y resistencia a concentraciones téxicas de selenio, induce a
pensar que el gen egl-9 podria estar afectado en dicha estirpe, en alguna regidn diferente a las
previamente estudiadas. Si bien existen alrededor de 56 genes que provocan el fenotipo egg-
laying defective, la proteina EGL-9 ha sido la Unica descripta con relacion a la respuesta a selenio.

4.1.5 Visualizacion de retencion de embriones en Utero de la estirpe QW1270

Los gusanos adultos salvajes depositan embriones que se encuentran en etapa de gastrula, con
aproximadamente 30 células, y el embridn continla su desarrollo fuera del Utero y eclosiona
como larva L1 a los 840 minutos luego de haber ocurrido la fecundacién [48]. Los gusanos con
fenotipo eg/ muchas veces depositan embriones que se encuentran en etapas mas desarrolladas
de la embriogénesis consecuencia de la retencion de los mismos en el Utero [67]. Con el fin de
evidenciar la cantidad de embriones en Utero se visualizaron los gusanos mutantes QW1270 por
microscopia de campo claro. Las imagenes obtenidas se resumen en las Figuras 10 y 11.
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Figura 10: Microscopia de campo claro de las estirpes N2 y QW1270. (A) Mosaico de gusano adulto N2 con un aumento de 60X.

(B) Ampliacion del utero del gusano N2, en donde se cuentan 9 embriones. (C) Mosaico de gusano adulto QW1270 con un aumento
de 60X. (D) Ampliacidn del utero del gusano QW1270, en donde se cuentan 23 embriones. El asterisco indica la ubicacion de la
vulva.
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Figura 11: Desarrollo de embriones en el utero de gusanos QW1270 adultos. (A) Etapas del desarrollo embrionario de C. elegans.
Adaptado de la referencia [48]. (B) Embriones de gusanos N2 que fueron depositados en una placa con medio sdlido. En la figura
se puede identificar las diferentes etapas en las que se encuentran los embriones de estirpes salvajes una vez que han salido del
utero. (C) y (D) Ampliaciones (60X) de la vulva de dos gusanos mutantes QW1270 adultos. Con flechas se marca embriones en
etapa de “pretzel”, la ultima etapa del embrion antes de eclosionara larva L1. Los asteriscos indican la ubicacion de la vulva.

La Figura 10B muestra una ampliacion de la region del atero del gusano N2, en donde se cuentan
9 embriones. En la ampliacion del Utero del gusano QW1270 (Figura 10D) se llegan a contar hasta
23 embriones. Estos resultados, junto con los presentados en la Figura 9, confirman que el
mutante QW1270 presenta un fenotipo de retencidon de embriones en utero.

Enla Figura 11Cy D muestra con mayor detalle los embriones que se encuentran en la proximidad
de la vulva de gusanos QW1270. La Figura 11A muestra las diferentes etapas del desarrollo
embrionario fuera del Utero de la estirpe silvestre, en donde los embriones abandonan el Utero
a los 150 minutos de ser fecundados. [48]. La Figura 11B muestra diferentes estadios de
embriones N2 que se encontraron en la placa. Dado que tanto los gusanos como los embriones
son transparentes, se puede distinguir claramente en qué etapa del desarrollo se encuentran.
Sobre la vulva de gusanos adultos QW1270 se pueden distinguir embriones que se encuentran
en etapa de “pretzel” (marcado con flechas en las Figuras 11C y 11D), la cual es previa a la

31



eclosién. En contraposicidn, los embriones de N2 que se muestran en la Figura 10B se ve
claramente la progresion de embriones recién fecundados con dos células a embriones en etapa
de gastrula. Se ha visto en placas enriquecidas de gusanos mutantes con adultos gravidos que
muchas veces las larvas eclosionan dentro de los gusanos (datos no mostrados).

Es asi como estos resultados junto con los obtenidos en las Figuras 9 y 10 confirman que el
mutante QW1270 tiene un fenotipo de retencién de embriones en Utero, en donde los embriones
contintan su desarrollo dentro del gusano hermafrodita aunque no hayan sido depositados en
el exterior (Figuras 11C y 11D), comportamiento que se ha descrito previamente en otros
mutantes con este fenotipo [67].

4.1.6 Estudio de complementaciéon de QW1270 con una estirpe conocida mutante en
egl-9

Dado el fenotipo de retencidn de huevos, y que ninguna de las regiones amplificadas del mutante
QW1270 presenta diferencias con la estirpe salvaje, se buscaron alelos mutantes alternativos en
el gen egl-9 que confirieran un fenotipo de retencién de embriones en Utero. Los alelos n586 y
n571 se han reportado por generar un fenotipo eg/, mientras que de los alelos ia586, ia61y ye49
no hay informacidn reportada de este fenotipo. Estos alelos se encuentran distribuidos en todo
el gen y para estudiarlos de forma individual es necesario disefar por lo menos 5 juegos de
primers y adicionalmente solicitar primers para amplificar la regién afectada del alelo zf151,
perteneciente al mutante QW1264. Por otra parte, con esta estrategia no estariamos
secuenciando enteramente el gen eg/-9 de alrededor de 8 kb. Vista la complejidad que implica el
estudio molecular de este gen, se decidié abordar alternativas de genética clasica, mediante un
cruce de complementacién.

El principio de esta técnica se basa en utilizar estirpes homocigotas con mutaciones recesivas;
dos alelos se complementan cuando del cruce se genera una progenie (F1) de fenotipo salvaje.
En otras palabras, si los alelos se encuentran en diferentes loci, entonces la poblacién F1 sera
heterocigota para ambos genes, y dado que las mutaciones son recesivas, tendran un fenotipo
salvaje. En cambio, si ambos alelos pertenecen al mismo locus entonces la poblacién F1 tendrd
un fenotipo mutante (por lo tanto, no se complementan), de resistencia a selenito en este caso.

Antes de realizar el cruce de complementacién, se determiné la dominancia de la mutacién
respecto a la estirpe salvaje N2 y si la misma estaba ligada al cromosoma X. El ensayo clasico de
complementacién requiere que las mutaciones sean recesivas para poder discriminar entre
heterocigotas y homocigotas en la poblaciéon F1, y asi determinar si son alelos del mismo gen o
no. Por otro lado, sabiendo que es una mutacidn recesiva, se puede determinar si esta ligada al
cromosoma X observando la resistencia de los machos F1 en selenito (los machos son X0). Si se
obtienen hermafroditas sensibles y machos resistentes, entonces la mutacion se encuentra en el
cromosoma sexual. En cambio, si gusanos de ambos sexos son sensibles, entonces la mutacién
se encuentra en un cromosoma diferente.
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Para estudiar estas caracteristicas se cruzd la estirpe mutante QW1270 (hermafrodita) con la
estirpe salvaje N2 (macho) y se expuso la poblacién F1 a placas con medio sélido y selenito de
sodio en una concentracion de 10 mM. Se decidié utilizar hermafroditas mutantes y no machos
mutantes debido a que el fenotipo de desarrollo enlentecido dificulta la generaciéon de machos.
Por otro lado, este ensayo no fue posible disefiarlo en medio liquido, debido a que se necesitan
por lo menos 800 gusanos de la poblacién F1 para poder disponer 100 gusanos en cada pocillo,
en donde para cada concentracion (0 y 10 mM) se realizan un minimo de 4 réplicas. Se realizaron
3 cruces independientes y se obtuvo el porcentaje de supervivencia de gusanos hermafroditas y
machos que se representa en la Figura 12. Nétese que en medio sdlido el fenotipo de resistencia
al selenito se observa con claridad a las 72 horas. La F1 heterocigota se comporta igual que la
estirpe salvaje a las 72 horas, lo cual indica que el alelo que confiere resistencia al selenito es
recesivo. A tiempos de exposicion mas cortos la interpretacion de resultados no es clara pues no
hay diferencias significativas de resistencia al selenito entre N2 y la F1 heterocigota, y entre la F1
heterocigota y QW1270.

Al igual que los hermafroditas, la poblacién de machos F1 no posee diferencias significativas en
la susceptibilidad al selenio en comparacién a la estirpe salvaje N2 (Figura 12B). Estos resultados
determinan que la mutacion que confiere la resistencia a selenio del mutante QW1270 es
recesiva y no se encuentra en el cromosoma sexual.
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Figura 12: Resistencia a selenito de sodio (10mM) de la poblacion F1 del cruce QW1270xN2. (A) Resistencia a selenio de la
poblacion F1 hermafrodita y parentales N2 Y QW1270. (B) Resistencia a selenio de la poblacion F1 macho y N2 macho . Para
ambos ensayos se contd la cantidad de gusanos vivos cada 24hs hasta que la totalidad de los gusanos de la estirpe salvaje N2
hubieran muerto. Los ensayos se realizaron por triplicado, en donde el porcentaje indica el promedio de gusanos vivos en el tiempo
dado con su correspondiente desviacion estdndar. Los asteriscos marcan diferencias significativas obtenidas a partir de un test de
Student con un pvalue<0,05.

Una vez determinada el modo de herencia de la mutacién, se procedié a hacer el cruce de
complementacion. Se utilizo la estirpe QW1263 mutante en egl-9 (cAt = cCt; H->P, alelo zf150)
previamente caracterizada en el laboratorio. Se generaron machos de esta estirpe, se cruzaron
con hermafroditas QW1270y la progenie F1 fue evaluada en medio sélido con 10 mM de selenito
de sodio en el estadio L4. Los resultados se resumen en la Figura 13.

No hubo diferencias significativas en la susceptibilidad al selenito de la poblacién F1 del cruce
QW1270xQW1263 respecto a la estirpe salvaje N2 (Figura 13). Este ensayo fue realizado por
triplicado, en donde en ninguna de las réplicas se evidencié algin comportamiento o fenotipo
qgue diferenciara la poblacién F1 de la salvaje, por lo que se puede concluir que existe
complementacién por lo tanto el gen afectado en la estirpe QW1270 es diferente a egl/-9. Dado
este resultado, se propondran otros métodos para determinar qué gen se encuentra afectado en
el mutante QW1270 que confiere el fenotipo de resistencia al selenio.
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Figura 13: Resistencia a selenito de sodio (10mM) de la poblacidn F1 del cruce QW1270xQW1263. Se utilizé la estirpe salvaje N2
y al mutante QW1270 como control. Los ensayos se realizaron por triplicado, en donde el porcentaje indica el promedio de gusanos
vivos en el tiempo dado con su correspondiente desviacion estdndar. Los asteriscos marcan diferencias significativas obtenidas a
partir de un test de Student con un pvalue<0,05.
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4.2 Estudio de resistencia a selenito de sodio en medio liquido de una estirpe mutante
knock-out en skn-1.

Dejando a los mutantes resistentes a selenito de sodio de lado, el gen skn-1 se ha reportado como
participe del metabolismo del sulfuro al igual que hif-1. El Unico trabajo previo que ha estudiado
la respuesta de SKN-1 a Se determind que en presencia de concentraciones no tdxicas hay una
acumulacién de SKN-1 en el nucleo cuando gusanos salvajes son incubados con la bacteria
patégena P. aeruginosa. En cambio, si no hay un tratamiento previo con Se y al estar expuesto al
patégeno, la cantidad de proteina en el nucleo es igual al de la estirpe salvaje [62]. No hay
trabajos previos que estudien la respuesta de skn-1 a concentraciones toxicas de selenio, por
esto decidimos evaluar la resistencia a este compuesto utilizando el mutante TM10386 (skn-1
KO, alelo tm10386) que previamente habia sido solicitado por el laboratorio. La hipdtesis
planteada es que si skn-1 regula la expresion de genes asociados a la desintoxicacién de selenio,
como estimamos que lo hace hif-1, entonces un mutante con pérdida de funcidn en skn-1 deberia
tener una mayor sensibilidad que la estirpe salvaje.

La susceptibilidad al sulfuro en estirpes con mutaciones en skn-1 fue descubierta en la estirpe
que posee el alelo Zu169 (C->T, Q->STOP). Este alelo es letal en homocigosis y es necesario
balancear la mutacion en trans para que sea viable. Dado la laboriosidad que implica el manejo
de estirpes con mutaciones balanceadas, se decidié usar la estirpe TM10386. Esta tiene una
mutacion del tipo delecidn/insercidn que resulta en la eliminacién de 120 pb y la insercién de 9
pb. Esta estirpe fue generada por el National Bioresource Project (Tokyo, Japdn), el cual forma
parte del Consorcio Internacional de Knockouts de C. elegans. El Unico dato fenotipico que se
conoce de esta estirpe es que es viable en homocigosis. En la Figura 14 se puede ver la distancia
genética entre las mutaciones de ambas estirpes antes mencionadas.

C. elegans N2 * File View Help
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Allele: zu169
High-throughput alleles type: point mutation

position: IV:5652045. 5652046
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consequence: Nonsense complex substitution

strains: WBStrain00007252 WEBStrain00024180 Allele: tm10326

Source-Allele type: complex substitution
position: [V:5652139. 5652259
consequence: Coding exon
source: NBP knockout

Figura 14: Distancia genética entre mutaciones de los alelos zu169 y tm10386 del gen skn-1. Ambas mutaciones afectan el exén
Il en las cuatro isoformas del gen. La distancia entre mutaciones es de 93pb. Imagen tomada de wormbase.org
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La respuesta a selenito se midié en medio liquido. Para esto se utilizaron concentraciones de 0,
2, 5y 10 mM de selenito. Se utilizé como control la estirpe salvaje N2 y la estirpe susceptible
ZG31 (hif-1 KO). Los resultados obtenidos se esquematizan en la Figura 15.
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Figura 15: Resistencia a selenito de sodio en medio liquido de la estirpe TM10386 (mutante KO en skn-1), N2 (silvestre) y ZG31
(mutante KO en hif-1). Los gusanos fueron sincronizadas y evaluadas en el estadio larvario L4, utilizando el equipo WMicroTracker
y a concentraciones de 0, 2, 5 y 10 mM de selenito de sodio. En la imagen se ve el porcentaje de actividad utilizando la
concentracion 0 mM como referencia. Los resultados mostrados son producto de una incubacion de 900 minutos a temperatura
ambiente. El ensayo fue realizado por triplicado, ver anexo S4.

En medio liquido, y haciendo uso del equipo WMicroTracker, se obtuvieron réplicas similares de
la respuesta de la estirpe TM10386 a selenito. En este caso, se utilizé la estirpe ZG31 mutante
knockout de hif-1 como control. Observando la Figura 15 se evidencia la susceptibilidad del
mutante en hif-1 respecto al salvaje N2. No hay diferencias significativas entre la respuesta del
mutante en skn-1y N2.
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5 Discusion

Los objetivos de esta tesis se plantearon en marco de un proyecto que busca estudiar el
metabolismo de selenio, elemento traza esencial para la mayoria de los linajes de lo viviente y
toéxico cuando estos son sometidos a concentraciones moderadamente altas del mismo. Por un
lado, se caracterizaron dos estirpes de C. elegans resistentes a Se que fueron generadas por
mutagénesis aleatoria y seleccionadas por su resistencia a concentraciones tdxicas de selenio
previo al inicio de este trabajo [50]; y por otro, se estudid la respuesta a selenio de una estirpe
mutante de delecion en el gen que codifica para un factor de transcripcién el cual se presumia
gue podia estar involucrado en la desintoxicacion frente a altas concentraciones de Se.

5.1 Caracterizacion de estirpes resistentes a Se.

De las 14 estirpes mutantes que se generaron en el laboratorio, para este trabajo se tomaron la
QW1267 y la QW1270. La estirpe QW1267 posee un fenotipo de desarrollo y puesta de huevos
idéntico al de la estirpe salvaje N2. Del estudio molecular, se llegé a que el fenotipo de resistencia
a selenio estaba dado por una sustituciéon no sindénima de A por C en el gen egl-9 que genera la
sustitucidn de histidina por prolina en el sitio activo de la enzima. Esta mutacién fue descrita
anteriormente en otra estirpe generada en nuestro laboratorio, QW1263. Coincidentemente la
estirpe QW1263 se utilizé como control de resistencia a Se en los ensayos en medio liquido, por
lo que explica que la resistencia sea similar.

El motivo de que ambas estirpes posean la misma mutacién se puede explicar por el hecho de
qgue provienen del mismo screen de mutantes. Las estirpes mutantes se generaron previo a este
trabajo por mutagénesis aleatoria con ENU (N-ethyl-N-nitrosourea) y se analizé a la poblacién F2
utilizando concentraciones letales de Se. La poblacién parental mutagenizada (P0O) se incubd de
forma tal que se obtuvieron 60 placas de 9 cm pobladas con la progenie F1 producto de
autofecundacién. La poblacidn F1 se dividid en dos grupos (30 placas cada grupo) y se aislé la
poblacién de embriones F2, producto de autofecundacién (el procedimiento detallado se
encuentra descrito en la referencia [50]). Uno de los grupos se incubé hasta generar gusanos
adultos gravidos, se aislaron los embriones por bleaching y se sometié a la poblacion F3 a placas
con concentraciones toéxicas de Se. Aquellos gusanos de la poblacidon F3 que sobrevivieron y se
recuperaron, se aislaron en placas diferentes. De este screen se obtuvieron nueve estirpes, cada
una proveniente de individuos diferentes, entre ellas QW1263 y QW1267. Dado que los
embriones F3 (miles de embriones) son provenientes de una poblacién F2 que fue sometida a
bleaching, es posible que varios gusanos F3 resistentes a Se provengan del mismo adulto F2. En
paralelo a este trabajo, se estdn estudiando las estirpes QW1268, QW1269 y QW1277,
provenientes de este screen. En la estirpe QW1277 se encontrd la misma mutacién que el
mutante QW1263, mientras que de las estirpes QW1268 y QW1269 se secuenciaron diferentes
regiones de egl-9 y hif-1, y no se encontraron alteraciones (Jorge Pérfido, comunicacién
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personal). Estas dos ultimas estirpes no poseen fenotipos de retencidon de huevos en utero o
retardo en el desarrollo.

Debido a los sesgos de este método es posible que no contemos con nueve estirpes diferentes.
Hasta el momento sabemos que tres de las poblaciones aisladas de este screen poseen la misma
mutacion, en donde probablemente provienen del mismo parental F2; y que existen dos estirpes
gue tienen un genotipo diferente al previamente descrito. Con el fin de continuar con el proyecto
y estudiar el metabolismo de selenio en eucariotas, se continuard con el andlisis de estirpes
provenientes de ambos screens.

El mutante QW1270 proviene de un screen diferente (el mismo del que proviene la estirpe
QW1264) y posee un fenotipo de retencidon de huevos en utero, un desarrollo enlentecido y no
posee afectada la regién de la histidina 487 del gen egl-9. Adicionalmente se amplificé y
secuencid la regién afectada por otro alelo de egl-9 que previamente se habia descrito en estirpes
con fenotipo de retencién de huevos en Utero, y tampoco se encontraron diferencias respecto a
la estirpe salvaje. Ante estos resultados, se determiné que el modo de herencia era recesivo y se
hizo un ensayo de complementacion con la estirpe QW1263 para determinar si el alelo afectado
era del gen egl-9. El resultado fue que ambas estires complementan, es decir, que del cruce de
ambas la progenie tiene un fenotipo salvaje. Siendo este el resultado, es razonable suponer que
el gen afectado en QW1270 no es egl-9. Sin embargo, es importante mencionar que existen casos
en los que dos alelos de un mismo gen se complementan, y a esto se lo denomina
complementacién intragénica [68]. Son tres los motivos por los cuales esto puede suceder: (i)
qgue el producto de un gen mutante reduzca la dosis de otro producto mutante, (ii) que un
complejo mal plegado de un mutante sea estabilizado por el producto del otro mutante, y (iii) en
el caso de proteinas que poseen mds de un dominio, puede ser que ambos alelos tengan
dominios diferentes afectados, y entre ambos restauren el fenotipo salvaje.

El primer caso de complementacion intragénica se describié en dos alelos recesivos del gen del
colageno de la cuticula de C. elegans, sqt-1. Uno de los alelos produce un compuesto téxico cuya
concentraciéon disminuye cuando se encuentra en heterocigosis con otro alelo mutante. Esta
interaccidn no explicaria una complementacidn intragénica en los mutantes heterocigotas de egl-
9, ya que, si un alelo redujera la expresién de otro, entonces habria menos proteina EGL-9
disponible, por lo que la estabilidad de HIF-1 seria mayor. Una mayor estabilidad de HIF-1 se
traduce en una mayor resistencia a concentraciones téxicas de Se, por lo que si éste fuera el caso,
el fenotipo observado no seria el salvaje.

El segundo motivo por el cual se puede dar complementacién intragénica no aplica en el caso de
egl-9 debido a que no forma complejos proteicos. Se podria pensar que el producto de un alelo
interaccione de alguna forma con el producto de otro alelo y asi impida su accién o estimule su
degradacidn, pero no existen pruebas que indiquen que esto pudiera suceder.
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Por ultimo, se ha descrito que EGL-9 posee una actividad independiente al de hidroxilacion que
interacciona con HIF-1 e inhibe la expresién de los genes blanco, aunque el mecanismo por el
cual lo hace no estd elucidado [53]. Dada la existencia de dos formas de regulacidn negativa de
HIF-1 por parte de EGL-9, podria ser que en el caso del mutante QW1263 (notoria resistencia a
Se) la region responsable de esta regulacidn alternativa se encuentre funcional y el dominio de
hidroxilacion no. Esto causa que EGL-9 no sea capaz de marcar a HIF-1 para su degradacion via
proteosomal, pero la via de regulacién no candnica seguiria activa. Esta actividad alternativa
afectaria de alguna forma la actividad transcripcional de HIF-1, por lo que en cierta medida los
gusanos QW1263 también mueren a causa de Se, pero globalmente el fenotipo observado es de
resistencia.

En cambio, para el caso del mutante QW1270 (resistencia a Se moderada), podria suceder que la
region responsable de la regulacion no candnica se encuentra alterado pero el dominio de
hidroxilacion no, por lo que es capaz de marcar a HIF-1 para su degradacién a través de la via
candnicay la resistencia a Se es un poco menor (dada la ausencia de HIF-1 en el ntcleo).

Sumado a esto, a bajas concentraciones de Se en medio liquido la actividad de la estirpe salvaje
y del mutante QW1270 es similar (Figura 5). Se obtiene el mismo resultado si ambas estirpes son
incubadas en medio sélido durante 24 h a concentraciones de 10mM de selenito de sodio (Figura
12 y Figura 13). Si es que el alelo afectado del mutante QW1270 posee una mutacion en el gen
egl-9 que afecta la actividad alternativa de regulacion, es posible que este dominio dependa de
la concentracién o el tiempo de exposicion al Se, y que de esta forma no se observen diferencias
a la estirpe salvaje bajo estas condiciones.

Esta hipdtesis plantea que la estirpe QW1270 posee una mutacién que afecta el dominio de
regulacién alternativo de la proteina EGL-9, en donde al cruzarla con la estirpe QW1263 se
restaura el fenotipo salvaje. La estirpe QW1270 tiene una resistencia menor a selenio, por lo que
estaria asociado a una concentracion menor de HIF-1 en el nucleo, o a una menor actividad
regulatoria del mismo. Esta situacion no se podria evidenciar mediante el fenotipo de resistencia
al selenio. Una alternativa seria cuantificar la cantidad de HIF-1 en el nucleo a través de un
western blot, u observar la expresién de genes blancos de HIF-1 con reporteros.

Si bien la estirpe QW1270 posee una retencién de embriones en el Utero, observando los
resultados del ensayo de complementacidén no se debe descartar la posibilidad de que el gen
afectado en relacién a la puesta de huevo sea diferente a eg/-9. Existen mas de 50 genes
conocidos en C. elegans que generan un fenotipo de retencion de huevos en Utero, pero solo egl-
9 se ha reportado como participe de la regulacion del metabolismo del Se. Asimismo, de acuerdo
a la wormbase (Species>Phenotype>Slow development>Variation!), no hay evidencia de que
mutaciones en genes egl/ provoquen un retardo en el desarrollo de los individuos. Frente a esto,
se manejan dos explicaciones: (i) que el alelo afectado en el mutante QW1270 sea de un gen egl,

L https://wormbase.org/species/all/phenotype/WBPhenotype:0000674#06--10
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en donde se describan dos nuevos fenotipos (de resistencia a selenio y desarrollo retardado) o,
(i) que los tres fenotipos sean independientes en la estirpe. El Ultimo caso, si bien es el menos
probable, se puede explicar por el hecho de que la estirpe QW1270 no ha sido retrocruzada con
la estirpe salvaje para remover las mutaciones no deseadas. Debido a que el método de
mutagénesis genera mutaciones en un Unico nucleétido de forma aleatoria en todo el genoma,
se puede dar el caso de que mas de una mutacién se haya acumulado en esta estirpe, y como
consecuencia se generen diferentes fenotipos causados por genes que no necesariamente estan
relacionados. De hecho, a las concentraciones y tiempo del mutdgeno usado en el screen, el
nimero de mutaciones esperable por organismo es de alrededor de 300.

Resumiendo, son tres las explicaciones de los resultados que se manejan con el mutante
QW1270:

1. El alelo afectado es del gen egl-9 y altera una region diferente al dominio de
hidroxilacidn, el cual complementa con el alelo zf150, y afecta el desarrollo y puesta
de huevos de los individuos que lo poseen.

2. El gen afectado es uno de los genes egl, en donde la mutacién provoca dos nuevos
fenotipos: resistencia a concentraciones toxicas de Se y desarrollo retardado.

3. La mutacién que genera la resistencia a Se es: independiente de los otros fenotipos
y esta involucrada en una nueva via de regulacién, dependiente de uno de los dos
fenotipos restantes, o es responsable de los tres fenotipos y forma parte de una via
de regulacién importante en C. elegans.

Siendo tantas las posibilidades, como perspectiva de este trabajo se propone curar la mutacion
de la estirpe QW1270 a través de cruzas con la estirpe salvaje N2 y secuenciar su genoma
completo. El secuenciado de la estirpe permitiria ademas identificar el gen responsable de la
resistencia al selenio en esta estirpe y continuar con la caracterizacién de la via de regulacion o
metabolizacién afectada.

5.2 Estudio de la respuesta a Se de una estirpe mutante en el gen skn-1

En el estudio de la relacion entre el mutante de pérdida de funcion en skn-1 (estirpe TM10386,
alelo tm10386, indel) y la respuesta a concentraciones tdxicas de selenito de sodio, no se
obtuvieron diferencias en la susceptibilidad respecto a la estirpe salvaje. Es relevante reiterar
qgue en la estirpe utilizada no se ha estudiado si es susceptible al sulfuro. El Unico alelo que se
conoce con una pérdida de funcidn que hace a la estirpe susceptible a sulfuro es el zu169 (C->T,
Q235STOP) [60]. La distancia génica entre las mutaciones de ambos alelos es de 93 pb (Figura
14). Encontrandose tan proximas las mutaciones, es posible que la estirpe TM10386 también sea
sensible a H;S. Como primera aproximacion al estudio de este gen, nos permitié determinar que
la regidén afectada en este alelo (la region 5’ del segundo exdn) no se ve implicada en la actividad
de SKN-1 frente al selenio.
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Como perspectivas a este estudio se plantea medir la resistencia de la estirpe TM10386 a H,S
para descartar que este alelo se vea involucrado en la respuesta a azufre. Por otro lado, en este
momento estamos a la espera de la estirpe EU35 (skn-1(zu169) IV/nT1 [unc-?(n754) let-?] (IV;V)),
la cual someteremos a concentraciones toxicas de Se para evaluar su respuesta.
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6 Anexo
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Figura S 1: Réplicas de resistencia a selenio en medio liquido. (A) y (B) Resistencia del mutante QW1270; (C) y (D) resistencia del
mutante QW1267. Ambas estirpes fueron sincronizadas y evaluadas en el estadio larvario L4, utilizando el equipo WMicroTracker
y a concentraciones de 0, 5, 10 y 20 mM de selenito de sodio. En la imagen se ve el porcentaje de actividad utilizando la
concentracion 0 mM como referencia. Los resultados mostrados son producto de una incubacion de 900 minutos en las condiciones
dadas a temperatura ambiente. Los ensayos mostrados en (B) y (D) fueron realizados sin un control positivo de resistencia a Se.
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Figura S 2: Réplicas de ensayo de desarrollopost-embrionario de las estirpes QW1270 y QW1267. En las figuras (A) y (B) se
cuantificé la cantidad de gusanos en diferentes estadios del desarrollo de N2 y QW1267, respectivamente. En (C) y (D) la cantidad
de gusanos en diferentes estadios del desarrollo de N2 'y QW1270, respectivamente. Por ultimo en (E), (F) y (D) se cuantificd la
canitdad de gusanos en cada estadio del desarrollo de las tres estirpes: N2, QW1267 y QW1270, respectivamente. Las placas con
medio NGM y alimento se incubaron a 20°C y se observaron cada 24hs.
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Figura S 3: Electroforesis de gel de agarosa 2% con los productos de amplificacion de PCR realizada utilizando primers disefiados
para contener la region que codifica para la histidina 487 del gen egl-9.
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Figura S 4: Réplicas de resistencia a selenito de sodio en medio liquido del mutante TM10386. Las figuras (A) y (B) muestran los
datos de dos ensayos diferentes. Los gusanos fueron sincronizadas y evaluadas en el estadio larvario L4, utilizando el equipo
WM icroTrackery a concentraciones de 0, 2, 5y 10 mM de selenito de sodio. En la imagen se ve el porcentaje de actividad utilizando
la concentracion 0 mM como referencia. Los resultados mostrados son producto de una incubacion de 900 minutos en las
condiciones dadas a temperatura ambiente.
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