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Resumen

El ATP se produce principalmente mediante fosforilacién oxidativa. Sin embargo, en tejidos
con alta demanda energética, la glucdlisis puede predominar incluso en presencia de oxigeno,
fendmeno conocido como efecto Warburg. En las sinapsis de motoneuronas de C. elegans se
ha reportado la formacion de un “metaboldn glucolitico” asociado al ciclo de las vesiculas

sindpticas en el boton presindptico de las neuronas para acelerar la produccion de ATP.

La cilia primaria, organelo encargado de la comunicacion de la célula con su entorno, cumple
funciones que se presume tienen un alto y fluctuante consumo energético. Se ha descrito que
el ATP que la abastece proviene de mitocondrias ubicadas en su base, aunque es cuestionable
si la velocidad de difusion del ATP desde alli provee todos los requerimientos energéticos de
la cilia. En este trabajo se plantea si, al igual que en la sinapsis, la glucoélisis aerdbica podria

ser relevante en la cilia primaria.

En esta tesis se propusieron dos abordajes para determinar la existencia de glucolisis en la
cilia primaria de C. elegans. Por un lado, se plante6 determinar la localizacion subcelular de
la enzima fosfofructoquinasa-1 (PFK-1.1) en neuronas ciliadas de C. elegans, y por otro lado
estudiar fenotipos morfoldgicos de un conjunto de neuronas ciliadas, en gusanos mutantes en
el gen que codifica para la PFK-1.1 (pfk-1.1), utilizando el compuesto Dil, colorante que

difunde a través de las membranas de las cilias expuestas al ambiente.

Los resultados obtenidos muestran la localizacion subcelular de PFK-1.1 en la cilia de
neuronas, particularmente dentro del subcompartimento de la membrana periciliar, region
basal de la cilia involucrada en procesos endociticos y en el trafico de proteinas hacia la cilia.
La presencia de PFK-1.1 alli sugiere un posible rol de la glucdlisis en la generacion de ATP

para abastecer estos procesos.

Adicionalmente, se concluyd que la mutacion en pfk-1.1 (estirpe DCR3791) no afecta la
capacidad de la cilia de incorporar la tincion con el compuesto Dil, y esto sugiere la
integridad funcional de la cilia en dicha estirpe. Por otro lado, se observo un fenotipo de

disminucioén en el éxito reproductivo de la estirpe DCR3791, posiblemente asociado a la



afectacion de procesos energéticos durante la ovogénesis. Es necesario continuar
caracterizando la estructura y funcionalidad de la cilia primaria, para evaluar si la glucélisis es

un mecanismo de abastecimiento de energia para este organelo.
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Introduccion

Bioenergética y glucodlisis

Los organismos vivos realizan actividades y procesos que requieren energia para mantenerse
con vida, crecer y reproducirse. Para ello, son capaces de aprovechar y canalizar la energia
hacia el trabajo bioldgico. Los heterdtrofos obtienen energia libre en forma quimica mediante
el catabolismo de moléculas nutritivas y la utilizan para sintetizar ATP, la moneda energética
de las células, que dona parte de la energia que almacena en sus enlaces a procesos

endergonicos (Nelson y Cox, 2021).

La glucosa, ademas de cumplir un rol importante en muchas reacciones de biosintesis, es el
combustible principal de las células. Esta molécula rica en energia es almacenada en forma de
glucdégeno en muchos linajes eucariotas, y se disponibiliza para producir ATP cuando las

demandas energéticas aumentan (Nelson y Cox, 2021).

La glucdlisis es la via del catabolismo de la glucosa con el mayor flujo de carbono en las
células. Se encuentra ampliamente distribuida en todos los dominios de la vida y conservada
evolutivamente, tanto en la estructura de las enzimas que la componen como en la secuencia
aminoacidica de las mismas. Esta via, esquematizada en la Figura 1, ocurre en dos etapas. En
la fase preparatoria intervienen cinco enzimas que catalizan la isomerizacion de los
intermediarios y realizan dos fosforilaciones, utilizando ATP como donante del grupo fosfato.
En la fase de recompensa, otras cinco enzimas intervienen en la oxidacion, isomerizacion y
fosforilacion de los intermediarios. Se utiliza fosfato inorganico para la sintesis de ATP
mediante fosforilacion a nivel de sustrato. Esta fase genera cuatro moléculas de ATP,
resultando en un rendimiento neto de dos ATP, dos moléculas transportadoras de electrones
NADH y dos moléculas de piruvato por cada molécula de glucosa utilizada (Nelson y Cox,

2021).
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Figura 1. Glucolisis. En las reacciones de la fase
preparatoria, la glucosa es fosforilada por la enzima
hexoquinasa (HXK) e isomerizada a fructosa
6-fosfato (F6P) por la glucosa 6-fosfato isomerasa
(GPI). La F6P es fosforilada generando fructosa 1,
6-bifosfato (F16BP) a través de la actividad de la
fosfofructoquinasa (PFK). F16BP es clivada por la
(ALDO)
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido

3-fosfato (GAP). La DHAP se interconvierte con el

enzima aldolasa produciendo

GAP gracias a la actividad de la triosa fosfato
isomerasa (TPI), generando 2 equivalentes de GAP
por molécula de glucosa. En una reaccion dependiente
de NAD', la enzima gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) convierte el GAP en 1,
3-bifosfoglicerato (13BPG). Luego la fosfoglicerato
quinasa (PGK) genera ATP por fosforilacion a nivel
de sustrato al convertir 1,3BPG en 3-fosfoglicerato
(3PG). Este ultimo es convertido en 2-fosfoglicerato
(2PG) por la fosfoglicerato mutasa (PGM). Luego la
enolasa (ENO) convierte el 2PG en fosfoenolpiruvato
(PEP), que es el sustrato de la ultima enzima de la via,
la piruvato quinasa (PYK), que genera ATP y
piruvato. En varios pasos de la glucdlisis los
metabolitos pueden entrar en vias biosintéticas, pero
este esquema se limita a la glucdlisis y las vias
catabolicas posteriores. El piruvato puede ser
fermentado para regenerar NAD+, o puede ingresar a
la mitocondria y continuar su oxidacion a través del
ciclo del 4cido citrico (TCA), la cadena de transporte

de electrones (ETC) y la fosforilacion oxidativa

(OXPHO). Modificado de (Fuller y Kim, 2021).

Esta via libera solo una pequefia parte de la energia total disponible en la glucosa, y en

condiciones aerdbicas, el metabolismo continia en la mitocondria, mediante reacciones

oxidativas en la descarboxilacion del piruvato, el ciclo del acido citrico y la fosforilacion

oxidativa, produciendo entre 30 y 32 ATP junto a didxido de carbono y agua (Nelson y Cox,



2021). En este contexto aerdbico, los equivalentes reducidos generados en la glucélisis y en
el ciclo del acido citrico (NADH y FADH:) transfieren sus electrones a la cadena de
transporte de electrones (ETC) ubicada en la membrana mitocondrial interna. Alli, los
electrones se desplazan a través de complejos enzimaticos que usan la energia liberada para
bombear protones hacia el espacio intermembrana, generando un gradiente electroquimico.
Finalmente, los electrones se transfieren al oxigeno molecular, aceptor final, que se reduce a
agua. Asi, se regenera el NAD" y el FAD, necesarios para la continuidad del metabolismo
oxidativo. Este proceso se acopla a la sintesis de ATP mediante la ATP sintasa, utilizando en
este caso, el gradiente generado por la ETC, completando asi la respiracion celular (Nelson y

Cox, 2021).

Tanto la velocidad como la cantidad de glucosa consumida por las células en condiciones
anaerdbicas son mucho mayores que en condiciones aerdbicas, ya que el rendimiento
energético de esta via es mucho menor que el de la oxidacion completa de la glucosa. En
aerobiosis la glucolisis sigue ocurriendo como fase inicial del metabolismo de la glucosa, y
predomina la respiraciéon por su mayor rendimiento, como se describe en el efecto Pasteur

(Nelson y Cox, 2021).

La reoxidacion de los transportadores de electrones es necesaria para que contintien los
procesos metabolicos descritos. En condiciones anaerobicas o de hipoxia, cuando el NADH
no puede reoxidarse a NAD" utilizando al O, como aceptor final de electrones, una manera de
oxidar el NADH es la fermentacion lactica. En la misma el piruvato producido en la glucdlisis
acepta los electrones del NADH reduciéndose a lactato, y asi se regenera el NAD" necesario
para continuar la glucolisis (Nelson y Cox, 2021). Ademas de la fermentacion lactica que
ocurre tipicamente en vertebrados, los animales presentan otras vias fermentativas bajo
condiciones de hipoxia o anoxia. Por ejemplo, en algunos nematodos, como C. elegans, en
platelmintos y otros invertebrados marinos se da la via de dismutacion del malato, y algunos
peces como las carpas presentan fermentacion alcohdlica. En otros organismos eucariotas
como plantas, hongos, protistas y algas, también ocurre fermentacion y producen una
variedad de productos finales, que incluyen, lactato, etanol, acetato, hidrégeno o glicerol

(Miiller et al. 2012).
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Efecto Warburg

En algunas condiciones la fermentacion predomina sobre la respiracion, incluso en presencia
de oxigeno. A pesar de que su rendimiento sea bajo, la fermentacion predomina cuando es
crucial una tasa muy alta de produccion de ATP (Nelson y Cox, 2021) y este fendmeno es
conocido con el nombre de efecto Warburg o “fermentacién aerdbica” (Figura 2). A
diferencia de la fermentacion anaerobia, en la fermentacion aerdbica las mitocondrias son
metabolicamente activas. Warburg y Cori observaron una alta captacion de glucosa y
excrecion de lactato en células cancerosas respecto a células normales (Potter, Newport y
Morten, 2016). Asi, la fermentacion aerdbica ha sido propuesta como un mecanismo para
sostener las altas tasas proliferativas de las células cancerosas: ademas de permitir una rapida
produccion de ATP, también podria alimentar vias anabdlicas para la proliferacion celular, con
aporte de carbono y poder reductor (Liberti y Locasale, 2016). En este contexto, el flujo de
glucosa a través de la via glucolitica es regulado rapidamente para mantener los niveles de
produccion de ATP locales por un corto periodo. Esta regulacion estd mediada por la
interaccion entre el consumo de ATP, fluctuaciones en la concentracion de metabolitos clave
que reflejan el equilibrio celular entre la produccion y el consumo de este, la regeneracion de

NAD" y la regulacion alostérica de algunas enzimas claves de la via (Nelson y Cox, 2021).

Efecto Pasteur Efecto Warburg
+02 Glucosa -02 Glucosa +02 Glucosa
Piruvato Piruvato Piruvato

Lactato co, Lactato/ Lactato/ ég co,

Figura 2. Efecto Pasteur vs. Efecto Warburg. En el efecto Pasteur (izquierda), en aerobiosis el piruvato
generado en la glucolisis ingresa a las mitocondrias para ser completamente oxidado (flecha verde oscuro); en
estas condiciones el flujo de glucosa en la via glucolitica es bajo (flecha translucida). En anaerobiosis no ocurre
fosforilacion oxidativa y el NADH se reoxida a través de la fermentacion, aumentando el flujo de la via
glucolitica y la produccién de lactato. En el efecto Warburg (derecha), incluso en presencia de O, las células
priorizan la fermentacion respecto a la fosforilacion oxidativa, permitiendo una rapida produccion de ATP pero

con un menor rendimiento energético; aumenta el flujo de la via glucolitica y la produccién de lactato.
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Metabolén glucolitico

En distintos organismos, se ha descrito la formacion de un complejo estructural-funcional
denominado “metabolon glucolitico”, que se refiere a que las enzimas glucoliticas pierden su
disposicion difusa en el citoplasma y se relocalizan formando complejos proteicos transitorios
no membranosos. Estos complejos aumentan la velocidad de la via dado que canalizan los
metabolitos de una enzima a la siguiente (Fuller y Kim, 2021). Este fenémeno se ha
evidenciado en diversos linajes de organismos eucariotas, por lo que se trata de una respuesta
adaptativa conservada para aumentar la actividad de la via durante condiciones de estrés

energético (Jin et al., 2017).

En Saccharomyces cerevisiae se ha descrito la formacion de un metabolon glucolitico, al cual
se le denomind “cuerpo G”, en hipoxia. En su formacion y regulacion estan involucradas
proteinas de respuesta al estrés, chaperonas, ARNs estructurales y podria también haber
mecanismos de regulacion postraduccional implicados (Jin et al., 2017). La importancia del
metabolon glucolitico en estos orgainsmos es notoria cuando se inhibe su formacion, ya que

conduce a una division celular anormal y formacion de células hijas inviables (Fuller y Kim,

2021).

En metazoarios se ha reportado este tipo de complejos en tejido muscular. En Drosophila
melanogaster, se demostro que la formacién del metabolén es crucial en los musculos
asociados al vuelo (Fuller y Kim, 2021). En eritrocitos de humanos y ratones, células que
dependen exclusivamente de la glucoélisis para la produccion de energia, se ha visto que las

enzimas glucoliticas se asocian a la membrana celular (Fuller y Kim, 2021).

Se ha documentado compartimentalizacion no membranosa de la glucdlisis asociada a
funciones celulares que requieren grandes niveles de energia local, como la migracion. En
este contexto, la remodelacion del citoesqueleto en células endoteliales o cancerosas en
migracion requiere de una gran produccion de ATP. Para ello, las enzimas glucoliticas se
agrupan con el citoesqueleto de actina en los lamelipodios, filopodios e invadopodios, ya que
estas proyecciones celulares tienen un tamafo estrecho y no caben mitocondrias (Zecchin et

al., 2015).
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En Caenorhabditis elegans, se ha documentado in vivo la formacion del metabolon
glucolitico en el botén presindptico de motoneuronas, asociado a la transmision sindptica,

fendémeno que se abordara en detalle en la siguiente seccion.

Metabolon glucolitico en C. elegans y enzima fosfofructoquinasa-1

La transmision sindptica conlleva una gran demanda energética con rapidas fluctuaciones,
relacionada a la actividad de bombas dependientes de ATP, la liberacion sincronizada de
vesiculas, su reciclaje y el mantenimiento de los niveles de calcio presinaptico. En C. elegans
se observd que en condiciones de gran actividad neuronal o en hipoxia, las enzimas
glucoliticas (concretamente fosfofructoquinasa-1, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa y
aldolasa) pasan de una distribucion difusa en el citoplasma a colocalizarse de forma puntuada,
asociadas a proteinas de andamiaje de los sitios de liberacion presindpticos. La inhibicion de
la formacion del metaboldn, causada por la expresion de un alelo dominante negativo de la
enzima fosfofructoquinasa-1, bloquea el ciclo vesicular sindptico, afectando la recuperacion

sinaptica y la locomocion del organismo (Figura 3) (Jang et al., 2016).

Pharynx

Figura 3. Separacion de fase de las enzimas de la
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En C. elegans se demostro que el metabolén se forma por separacion de fases, presenta
propiedades liquidas, que lo hacen fluido y dinamico y tiene una forma esferoidal causada por
la tension superficial. En este complejo ocurren rearreglos moleculares rapidos y tiene un

tiempo de formacion corto (en el orden de minutos) (Fuller y Kim, 2021; Jang et al., 2020).

La fosfofructoquinasa-1, es una enzima que cataliza una de las tres reacciones irreversibles de
la via glucolitica y es el principal punto de control de la glucoélisis (Traut, 2008). Es una
enzima alostérica, controlada por “carga energética”, que cataliza la fosforilacion de la
fructosa 6-fosfato a fructosa 1,6-bifosfato mediante la hidrdlisis de ATP, regulando la entrada
a la fase de generacion de energia de la glucolisis. En C. elegans existen dos isoformas,
codificadas por los genes paralogos pfk-1.1 y pfk-1.2, que se expresan en distintos tejidos y
forman homotetrameros. Cada subunidad contiene un sitio catalitico para la union de fructosa
6-fosfato y ATP, y también sitios regulatorios. Existe en dos conformaciones principales, una
forma activa (R) en la que la afinidad por los sustratos es alta y una inactiva (T). La transicion
a la forma R es promovida por la unién de activadores a los sitios alostéricos; la fructosa
2,6-bifosfato (en eucariotas) y AMP o ADP. Adopta la conformaciéon T con la uniéon de ATP a
los sitios alostéricos cuando se encuentra en concentraciones altas o por la union de citrato, un

intermediario del ciclo del acido citrico (Traut, 2008; Goldhammer y Paradies, 1979).

La region C-terminal contribuye a la estabilidad de las interacciones entre las subunidades, al
plegamiento y ensamblaje de la estructura oligomérica, y modula sus propiedades alostéricas
(Serre y Garel, 1990; Edelmann et al. 2002). La fructosa 2,6-bifosfato es el activador
alostérico mas potente de la enzima; y ha sido descrito en S. cerevisiae y Oryctolagus
cuniculus que mutaciones que afectan el sitio de unidn al ligando, ubicado en la region
C-terminal de la proteina, anulan la formacion del tetrdmero al disminuir la afinidad por este y

en consecuencia su sensibilidad a la regulacion (Edelmann et al. 2002; Li et al. 1999).

En un estudio en la termita Reticulitermes chinensis, donde se investigaron los efectos del
silenciamiento del gen pfk, se encontr6 que la deficiencia de PFK, ademas de afectar
directamente la produccion de energia, provocd locomocion anormal. Esto se interpreté como

una incapacidad en la toma de decisiones inmediatas en respuesta a cambios en el entorno
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(Hassan et al. 2021); de forma similar, en el mutante en PFK de C. elegans con el ciclo
vesicular sinaptico bloqueado se afectd la recuperacion sindptica y la locomocion del

organismo.

La localizacion espaciotemporal de PFK-1 influye en su actividad y es un requisito para el
control metabolico preciso durante momentos cruciales del desarrollo. En etapas especificas
de la embriogénesis en ratones, se ha observado expresion localizada de PFK-1, fenomeno
también registrado durante el desarrollo de aves y anfibios (Campos y Albrecht, 2023). Por
otra parte, en humanos estd descrito que la PFK es reclutada a los sitios de formacion de
caveolas en la membrana plasmdtica cuando hay altas concentraciones de glucosa
extracelular. Ademas, la PFK interactiia con filamentos de actina, lo que aumenta su actividad
enzimatica. Asi, la remodelacion dindmica y reversible de la localizacion de PFK-1, podria
haber evolucionado para permitir una regulacion mas estricta sobre los procesos celulares,

compensando la irreversibilidad de su actividad (Campos y Albrecht, 2023).

En vertebrados, existen tres isoformas de la enzima PFK-1, codificadas por diferentes genes y
expresada en distintos tejidos: PFK-M (muscular), PFK-L (hepatica) y PFK-P (plaquetaria)
(Musumeci et al. 2012). Respecto a la deficiencia de PFK, existe heterogeneidad en los
fenotipos generados; no hay una correlacion especifica genotipo-fenotipo que explique la
variabilidad de los sintomas generados. Se han identificado mutaciones puntuales en residuos
conservados evolutivamente, alteraciones en el splicing, corrimientos del marco de lectura y
mutaciones que generan terminaciones prematuras de la traduccidon. Las manifestaciones
clinicas son diversas y varian en severidad, van desde dolores musculares, intolerancia al
ejercicio, anemia hemolitica, hasta formas graves que llevan a la muerte neonatal o infantil
(Musumeci et al. 2012). La enfermedad de Tauri es la principal patologia asociada a
mutaciones de pérdida de funcion de la isoforma muscular. Es una enfermedad autosémica
recesiva que impide la degradacion de glucosa y genera acumulacion de glucogeno en el
musculo esquelético (Gazzerro et al. 2013). También se manifiesta con hemdlisis, ya que los
glébulos rojos expresan PFK-L y PFK-M formando heterotetrdmeros y mutaciones en la
PFK-M disminuyen la actividad enzimatica. Los eritrocitos dependen exclusivamente de esta

via para obtener energia ya que carecen de mitocondrias, por lo que la presencia de una
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subunidad no funcional lleva a la destruccion temprana de estas células (Gazzerro et al.,

2013).

En D. melanogaster, la reduccion en la expresion de PFK genera defectos musculares,
incluyendo una disminucion en la longitud del sarcémero, lo que sugiere que la deficiencia en

PFK afecta el desarrollo y la estructura muscular (Lim, 2023).

Las mutaciones en PFK también estan vinculadas al cancer, ya que es una enzima clave que
determina la velocidad de la glucolisis. La reprogramacion metabolica del cancer implica un
aumento de la glucolisis aerdbica, como se describe en el efecto Warburg. Se ha reportado
aumento en la expresion de PFK-1 en muchos tipos de cancer (pulmon, cerebro, vejiga y
colon), particularmente las isoformas PFK-L y PFK-P. En estos casos, se han encontrado tanto
mutaciones que aumentan la actividad enzimdtica como otras que la disminuyen, sugiriendo
una redireccion hacia la via de las pentosas fosfato. A diferencia de las mutaciones que dan
lugar a deficiencia de la PFK-M, las asociadas al cancer generan alteraciones especificas en la

actividad, de aumento o disminucién (Campos y Albrecht, 2023).
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Caenorhabditis elegans

C. elegans es un nematodo de vida libre que alcanza un tamafio de 1 mm de largo en su etapa
adulta. Tiene un cuerpo cilindrico no segmentado que se estrecha en los extremos, habita
suelos ricos en materia organica en descomposicion y se alimenta principalmente de bacterias.
Se trata de un modelo animal ampliamente utilizado en diversas areas de investigacion.
Dentro de las caracteristicas que lo hacen un gran modelo se encuentra el hecho de que es un
organismo eutélico, es decir que posee un nimero fijo y constante de células somaticas
durante la adultez, con 959 células el hermafrodita y 1031 el macho. Tiene un pequeio
tamafio corporal, es facil de cultivar en el laboratorio y se puede criopreservar. Ademas, tiene
un ciclo de vida corto, progenie numerosa, y al ser transparente posibilita la observacion de
procesos celulares in vivo. C. elegans fue el primer metazoario en tener su genoma
completamente secuenciado, lo que ha potenciado su uso en genética y biologia molecular (C.

elegans Sequencing Consortium, 1998).

Su ciclo de vida se completa en 3 dias en condiciones 6ptimas (20°C) y esta formado por una
etapa embrionaria, cuatro estadios larvarios (L1, L2, L3 y L4), y la adultez. El desarrollo
embrionario comienza dentro del utero, el embrion es depositado en el exterior en la etapa de
la gastrulacion y al finalizar la embriogénesis ocurre la eclosion de la larva L1. En presencia
de alimento comienza el desarrollo postembrionario, y avanzan a través de mudas de la
cuticula en los distintos estadios larvarios hasta convertirse en adultos reproductivamente
activos (Altun y Hall, 2009a). Sin embargo, cuando en el ambiente hay baja cantidad de
alimento y una alta densidad poblacional el embrion eclosiona y, las larvas L1 entran en el
estadio L2d y a continuacion en el estadio alternativo Dauer, en el que se detiene el
desarrollo. Al entrar en esta via se engrosa la cuticula y se reduce el volumen corporal del
gusano, mientras exploran el entorno con comportamientos caracteristicos hasta encontrar

condiciones adecuadas para continuar el ciclo (Wolkow y Hall, 2015).
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Figura 4. Anatomia del gusano C. elegans hermafrodita adulto. Dibujo esquematico de las estructuras

anatomicas. Modificado de (Altun y Hall, 2009a).

Son organismos pseudocelomados, lo que implica que tienen una cavidad pseudocelomica.
Esta se ubica rodeando el tubo interno, que contiene a la faringe, el intestino y la gonada
(Figura 4). Hacia el exterior limita con el tubo externo que contiene la hipodermis y la
cuticula, el sistema excretor, las neuronas y la musculatura. El fluido que llena la cavidad
pseudocelémica bafia los organos internos protegiéndolos, y actia como un esqueleto
hidrostatico que brinda soporte para la locomocion. Ademas, la cavidad cumple funciones de
circulacion y respiracion, a través del fluido circulan gases que ingresan y salen por difusion a
través de la cuticula, también nutrientes y sefiales de comunicacion intercelular, que se
desplazan por los movimientos del fluido debido al desplazamiento del gusano (Altun y Hall,

2009b).

Existen dos formas sexuales: hermafroditas autofecundables y machos. Los hermafroditas son
protandricos, ya que en primer lugar producen espermatozoides en la etapa L4, y préximo a la
adultez comienzan a producir ovocitos. Los machos s6lo producen espermatozoides (Corsi et

al., 2015).

La génada hermafrodita se organiza en forma de dos brazos en U, dispuestos simétricamente
rodeando el intestino (Figura 5) (Corsi et al., 2015). En el extremo de cada brazo se ubica la
linea germinal, que contiene un sincitio donde hay células germinales mitoticas unidas a un
raquis central y hacia la curvatura de la goénada hay células meidticas en distintas etapas
(Lints y Hall, 2009a). Luego de la formacién de los espermatozoides, éstos se acumulan en la
espermateca. A continuacion, los ovocitos van madurando y al pasar por la espermateca son
fecundados por los espermatozoides que residen alli y luego los embriones pasan hacia el
utero, la cadmara que une los dos brazos de la gonada. En el Utero, se desarrollan los huevos
hasta la etapa de gastrula y son expulsados a través de la vulva, estructura ubicada en la linea
media ventral del animal, produciendo alrededor de 300 huevos durante el ciclo de vida

completo (Corsi et al., 2015).
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Figura 5. Representacion de la génada del gusano C. elegans hermafrodita adulto. Los dos brazos de la
gbnada tienen en su extremo distal células DTC que controlan la mitosis en la linea germinal. Al alcanzar la zona
de transicion (TZ), las células germinales avanzan a la meiosis. En el brazo proximal maduran a ovocitos, que
luego son fertilizados en la espermateca, los embriones maduran en el utero y son expulsados a través de la

vulva. Tomado de (Marchal y Tursun, 2021).

El hecho de que la linea germinal distal es un sincitio, en la investigacion cientifica es
aprovechado para la edicion génica mediante microinyeccion de ADN, ya que el material
inyectado alli se distribuye eficientemente en las células germinales que comparten el
citoplasma y asi se incorpora en los gametos (Evans, 2006). Ambos sexos son diploides para
los cinco cromosomas autosomicos y se diferencian en los cromosomas sexuales, los
hermafroditas tienen dos cromosomas X (genotipo XX) mientras que los machos tienen uno

solo (genotipo X0) (Altun y Hall, 2009a).

Como modelo de investigacion, la autofecundacion de los hermafroditas es ventajosa en el
mantenimiento de las cepas. Un solo animal da lugar a toda una poblacion, y en homocigosis
produce descendencia genéticamente idéntica. Ademas, al reducir la heterocigosidad en las
generaciones sucesivas, es posible identificar rapidamente rasgos autosdémicos recesivos

(Corsi et al., 2015).

Si bien en las poblaciones naturales predominan los hermafroditas, se producen machos en
baja frecuencia (0,1-0,2%) producto de errores en la disyuncion meiotica de los cromosomas
X. Sin embargo, es posible aumentar la frecuencia de machos en una poblacion, por ejemplo
estresando el organismo con calor y una vez generado un macho, se puede cruzar con un

hermafrodita y asi aumentar la proporcion de machos en la poblacion hasta un 50%. El cruce
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de los dos sexos también es 1til para la transferencia de mutaciones entre cepas (Corsi et al.,
2015; Lints y Hall, 2009b). El dimorfismo sexual en machos estd dado por la gbénada de
menor tamafio que presenta un Unico lébulo en forma de U, y hace que tengan un cuerpo més
delgado ya que no almacenan huevos. Es caracteristico el engrosamiento que presentan en el
extremo de la cola, alli se ubica el aparato copulador, que contiene una extension de la
cuticula en forma de abanico que recubre rayos sensoriales, y en la parte ventral de esta se
ubica la cloaca asociada a sensilios, implicados en el comportamiento de apareamiento

(Figura 6) (Lints y Hall, 2009b).

El sistema digestivo se extiende desde el estomodeo (cavidad bucal y faringe) hasta el

A ‘ g proctodeo  (recto 'y ano en
hermafroditas o cloaca en machos). La
faringe estd compuesta por dos l6bulos

musculares, cuya contraccion

Gonad

(containing posibilita la succion y el triturado del

sperm)
100um alimento, que luego pasa al intestino a
B é’ través de una valvula. En el intestino,

S constituido por células epiteliales con

microvellosidades apicales, ocurre la

digestion, y los residuos son

Gonad
(containing
oocytes  emprvos

100m g 4 Vuva proctodeo (Figura 4) (Altun y Hall,
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posteriormente  eliminados por el

Figura 6, Micrografias dpticas de la anatomia del macho y el 2009c¢).
hermafrodita de € elegans. A, Macho, B. Hermafrodita,
Maodificado de (Lints v Hall, 200%b),

Sistema nervioso de C. elegans

El sistema nervioso es el sistema mas complejo de C. elegans y abarca un tercio de todas las
células del animal. Se ha mapeado cada una de las 302 neuronas del hermafrodita y 381 del
macho y las conexiones que estas establecen que conforman un conectoma invariable entre

individuos (White et al., 1986). A pesar de su pequefio tamafio, este sistema comparte
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caracteristicas fundamentales a los de organismos mas complejos, y eso lo ha convertido en

un importante modelo para el estudio de preguntas neurobiologicas (Corsi et al., 2015).

El sistema nervioso del gusano se puede clasificar en dos partes. Por un lado, se encuentra el
sistema nervioso somatico que contiene la gran mayoria de las neuronas, y por otro el
faringeo, integrado Unicamente por 20 neuronas. Estos sistemas son estructuralmente
independientes, pero se conectan a través de interneuronas. Las neuronas somadticas se ubican
entre la hipodermis y la musculatura corporal, mientras que las faringeas se encuentran

directamente entre los musculos faringeos (Altun y Hall, 2010a).

En la cabeza se encuentra gran parte del sistema nervioso (Figura 7A). El anillo nervioso se
dispone rodeando el istmo faringeo y es el principal neuropilo del sistema. El neuropilo es un
sitio crucial para la integracion y procesamiento de la informacidn, sobre este convergen los
procesos neuronales y se establecen sinapsis. De forma adyacente se encuentran una gran
cantidad de cuerpos celulares agrupados (formando el ganglio anterior), asociados a funciones
sensoriales ya que en la cabeza se encuentra una gran cantidad de receptores sensoriales

(Altun y Hall, 2010a; White et al., 1986).

Del anillo nervioso parte un conjunto de haces de procesos longitudinales que conectan con
las neuronas motoras y con los cuatro ganglios pequefios de la cola. El haz principal es el
cordon nervioso ventral, que va desde el anillo nervioso hasta la cola y contiene los cuerpos
celulares y procesos de las neuronas motoras del circuito motor del cuerpo. También existe el
cordon nervioso dorsal que se conecta con el ventral, para coordinar los movimientos, a través

de comisuras circunferenciales (Figura 7B) (Altun y Hall, 2010a; Durbin, 1987).
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Figura 7. Sistema nervioso de C. elegans adulto. A. Magnificacion sobre el sistema nervioso de la cabeza. El
anillo nervioso se encuentra rodeando el istmo faringeo y alrededor de este los ganglios donde se encuentran la
mayoria de los somas neuronales. Modificado de (Altun y Hall, 2009d). B. Organizacion general del sistema
nervioso. Se observan los ganglios cefalicos, los de la cola, el cordon nervioso ventral conectado al dorsal a
través de las comisuras. No se muestran todos los haces axonales. En A y B los organismos se orientan con la

region anterior hacia la izquierda y la region posterior hacia la derecha. Tomado de (Hobson et al., 2017).

Sistema quimiosensorial de C. elegans

A pesar de tener un sistema nervioso compacto, C. elegans, ademés de las funciones bésicas
como locomocion, busqueda de alimento, alimentacion y defecacion, tiene comportamientos
complejos. La deteccion de una amplia variedad de sefiales sensoriales, como temperatura,
estimulos mecanicos, sustancias volatiles y solubles en agua, permiten que se dé quimiotaxis,
evitacion rapida, cambios en la motilidad, entrada y salida de la etapa Dauer, o deteccion de la
presencia, densidad y sexo de neméatodos cercanos. La complejidad esta dada porque gran
parte de su sistema nervioso y mas del 5% de sus genes estan dedicados al reconocimiento de

sefiales ambientales (Bargmann, 2006).

Estos comportamientos son regulados principalmente por sensilios que se encuentran
concentrados en la cabeza y la cola de C. elegans. Los sensilios son 6rganos sensoriales

epiteliales con disposicion simétrica bilateral y radial, compuestos por dendritas de una o mas
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neuronas sensoriales rodeadas por un canal formado por una célula de soporte del tipo sheath
y una o mas del tipo socket. Cada una de estas neuronas presenta en el extremo de su dendrita
una cilia primaria, que se exponen al ambiente directa o indirectamente a través de los
sensilios. Los sensilios se clasifican en
anfidos, oOrganos labiales internos,
externos, sensilios cefalicos y sensilios
deirid anteriores, en la cabeza, y deirid
posteriores y fasmidos en la parte
posterior del organismo (Figura 8)

(Altun y Hall, 2010b).

Cada una de las neuronas de Figura 8. Sensilios de la cabeza de C. elegans. Esquema de la cabeza

de C elepans que muestra los cuatro sensilios principales en vistas
longitudinal {(izquierda) v transversal (derecha). (OL) labial exierno
conjunto especifico de genes de  (violeta), (CEP) cefilico (verde); (AM) dnfido (rojo); (IL) labial
interng (celeste). Tomado de (Mizeracka y Heiman, 2001 5).

estos Organos expresa un

receptores sensoriales y detecta

un conjunto caracteristico de estimulos. Las preferencias quimiosensoriales pueden ser
modificadas por adaptacion sensorial, historia del desarrollo y aprendizaje asociativo,
permitiendo que C. elegans integre contexto y experiencia en su comportamiento (Altun y
Hall, 2010; Bargmann, 2006). A pesar de que las neuronas sensoriales de anfidos y fasmidos
pertenecen a pares bilateralmente simétricos, Glia sheath

Nervio

son estructuralmente similares en la | anfidico
Glia socket

morfologia de la cilia, el axdn y en las sinapsis
que establecen, suelen ser funcionalmente
distintos en la deteccion de estimulos

(Bargmann, 2006).

Anillo
nervioso

Neuronas
anfidicas

Anfidos

Figura 9. Anfido de C. efeganys. S¢ representa uno de
los dos dnfidos de la cabeza de . elegans en vista
quimiosensoriales principales de C. lateral. En rojo se marcan las 12 neuronas anfidicas,

cuyos somas se uhican de forma anterior al bulbo de la
elegans (Figura 9). Se ubican faringe y sus dendritas se dirigen hacia la apertura del

sensilio, todas rodeadas en la punta por una fnica glia
lateralmente en la cabeza y los somas de ekt v una sheath,

Los anfidos son los  organos
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las neuronas que los integran se ubican en la region anterior al bulbo faringeo. Sus axones se
asocian al anillo nervioso y las dendritas se extienden hacia el extremo anterior del animal,
donde terminan en cilias con diversas morfologias que se abren al exterior a los lados de los
labios (Altun y Hall, 2010b; Inglis et al., 2007). Cada uno de los dos anfidos esta formado por

12 neuronas sensoriales ciliadas (ADF,

Neuronas

ADL, AFD, ASE, ASG, ASH, ASI, AS]J, fasmidicas  Glia sheath Glias socket
ASK, AWA, AWB, AW(C), cuya /
nomenclatura esta asociada a la estructura de =

sus cilias: single (S), wing (W), dual (D),
finger like (F). Los anfidos también
estan formados por una célula de

Figura 10 Fismido de C elegans. Se representa el

soporte sheath y una socket (Altun y fasmmido del lado derecho de la cola de O elegans en
vista lateral. En rojo se marcan las neuronas
Hall, 2010). fasmidicas, que se ubican detrds del recto v sus

dendritas se dirigen hacia la apertura del sensilio,
rodeadas en la punta por dos glias socket v una sheath.

Fasmidos

Los fasmidos se encuentran en los lados laterales de la cola, detrds del recto (Figura 10).
Estan compuestos por una célula sheath, dos células socket y las dendritas ciliadas de las
neuronas PHA, PHB y PQR, esta tltima se encuentra solo en el lado izquierdo. Las cilias de
las neuronas PHA y PHB se extienden hacia el medio externo a través del poro creado por las
células socket en cada lado y estdn implicadas en la modulacién del comportamiento de
quimiorrepulsion. Por su parte, la punta de la dendrita de la neurona PQR esta envuelta dentro
de la célula denominada PHso2L y funciona como un mecanorreceptor. Los somas de estas

neuronas estan ubicados en los ganglios lumbares (Altun y Hall, 2010b).

Células de soporte-glias

Las terminaciones de las neuronas sensoriales estdn encerradas dentro de un ambiente
protegido por las células epiteliales especializadas sheath y socket (Figura 11). Estas se
encuentran estrechamente asociadas con las terminaciones ciliadas de las neuronas y forman

en conjunto el canal anfidico (Altun y Hall, 2010b). Las terminaciones de las neuronas y las
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células de soporte en cada organo sensorial anfidico se van entrelazando a medida que se

proyectan hacia el labio por el que se exponen al ambiente (Doroquez et al., 2014).

Las células socket tienen proyecciones citoplasmaticas que envuelven las regiones mas
distales de las cilias, creando un poro a través del cual las cilias pueden extenderse hacia la
cuticula y, en algunos casos, hacia el exterior del animal (Altun y Hall, 2010b). Ademas,
contienen vesiculas en su citoplasma, y secretan cuticula que recubre la abertura externa de
algunos sensilios. Cada célula socket envuelve la region mas distal de la cilia conectdndose
consigo misma. Adicionalmente, establece conexiones con la hipodermis y con las células
sheath proximas (Doroquez et al., 2014). Estan involucradas en la navegacion de las dendritas
sensoriales hacia 6rganos sensoriales especificos, el cuerpo celular de estas es mas pequefio y

se ubican mas cerca de los 6rganos sensoriales que las sheath (Altun y Hall, 2010b).

Los procesos de las células sheath rodean la region distal de la dendrita y proximal de la cilia.
Establecen uniones con la base de la cilia y sus procesos estan conectados a los procesos de
las células socket. En su citoplasma tienen grandes cisternas de Golgi y vesiculas
electrondensas cargadas de matriz extracelular, que son secretadas hacia el lumen extracelular
(Doroquez et al., 2014). En las terminaciones anfidicas el espacio extracelular por el que
transcurren las cilias es muy pronunciado y se estrecha en el canal anfidico, que conecta las
cilias con el ambiente a través de la célula socket. Las células sheath pueden ser muy grandes,

en los anfidos cada una encierra 12 cilias (Altun y Hall, 2010).
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Figura 11. Vista longitudinal de la apertura de un anfido. Se representa la organizacion de las terminaciones
ciliadas de neuronas sensoriales anfidicas y su interaccion con las células de soporte sheath y socket, que forman
el canal anfidico (Ch). Las dendritas sensoriales penetran en la célula sheath, y las cilias de ocho neuronas (ADF,
ADL, ASE, ASG, ASH, ASI, ASJ, ASK) se extienden a través del canal anfidico hacia el exterior. Las cilias de
AWA, AWB y AWC terminan en sacos intracelulares dentro de la célula sheath, mientras que la neurona AFD
termina en una estructura con vellosidades incrustada en la célula sheath. La célula socket envuelve la region
distal de las cilias y secreta cuticula, creando un poro que conecta con el ambiente externo. La sheath rodea la
region distal de la dendrita y proximal de la cilia, y genera vesiculas cargadas de matriz dirigidas hacia el canal.

A: anterior, P: posterior. Tomado de (Altun y Hall, 2010b).

Las dendritas sensoriales de 11 neuronas anfidicas, excepto las de AFD, penetran en forma
agrupada la célula sheath, y luego entran en el canal anfidico. Las cilias de 8 de estas
neuronas (ADF, ADL, ASE, ASG, ASH, ASI, ASJ, ASK) se extienden por el poro que forma
la célula socket y se exponen directamente al medio externo, con roles en la quimiotaxis,
mecanosensacion, osmotaxis y deteccion de feromonas de Dauer. Las cilias de AWA, AWB y
AWC, entran al canal anfidico pero se desvian y se ramifican terminando en sacos ciegos
dentro de la célula sheath, donde sensan sustancias volatiles (Oikonomou y Shaham, 2011).
La dendrita de la neurona termorreceptora AFD esta totalmente incrustada en la célula sheath

y termina en un cilio con muchas vellosidades (Altun y Hall, 2010).
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Cilia primaria

La cilia primaria es un organelo celular alargado que sobresale de la superficie celular de
organismos eucariotas unicelulares hasta vertebrados. Forma un compartimento con una gran
superficie de membrana, donde se concentran receptores y componentes de sefializacion, que
la hacen muy eficiente en la transduccion de sefiales ambientales fisicas y quimicas, y sefiales
del desarrollo (Johnson y Leroux, 2010). Ademas, tienen funcion secretora al liberar vesiculas
extracelulares implicadas en la comunicacidon intercelular, mecanismo clave en C. elegans
para la comunicacidn entre organismos, particularmente en comportamientos de apareamiento

(Wang et al., 2014).

Se infiere que el eucariota primordial poseia en su superficie una o dos cilias, utilizadas para
la deteccion del entorno y la locomocion. Estos organelos se propagaron a lo largo de la
evolucion en la mayoria de los organismos eucariotas actuales. Existen dos tipos de cilias, que
comparten principios de su funcionamiento como consecuencia de su origen comun, la cilia
primaria (no movil) ya mencionada, y la cilia movil. Esta tltima tiene la capacidad de generar
batido ciliar que propulsa los fluidos para generar flujo a través de las superficies celulares,
asi como también posibilita el movimiento de organismos eucariotas unicelulares y larvas de

invertebrados (Quarmby y Leroux, 2010).

Importancia del organelo para la salud humana

Debido a su presencia en la mayoria de los tipos celulares de vertebrados y a su rol crucial en
los procesos de sefializacion sensorial, las cilias primarias son esenciales para la viabilidad de
los organismos, y la alteracion de sus funciones afecta numerosos procesos fisiologicos. Las
ciliopatias constituyen un diverso grupo de trastornos del desarrollo y degenerativos, dentro
de los que se encuentran el sindrome de Bardet-Biedl, el sindrome de Meckel y el sindrome
de Joubert. Se caracterizan por diversas afecciones clinicas que incluyen obesidad,
degeneracion de la retina, enfermedad renal poliquistica, anomalias esqueléticas, defectos en
la lateralidad de los 6rganos, discapacidad sensorial y malformaciones cerebrales (Hildebrandt

etal., 2011).
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Debido a la importancia de este organelo en la salud humana y la conservacion evolutiva de
su estructura, se han generado aportes para entender la biologia de la cilia y modelar
enfermedades humanas a partir del estudio en organismos filogenéticamente diversos, como

C. elegans, Danio rerio, Xenopus laevis y Mus musculus (Fry et al., 2014).

Estructura de la cilia primaria

Dentro de la cilia se encuentra el axonema, conformado por nueve pares de microtubulos
externos (o dobletes); en C. elegans hay ademas microtubulos Gnicos centrales en nimero
variable (Figura 12). Los filamentos de cada par estan fusionados lateralmente: uno
completo formado por trece protofilamentos y uno incompleto, con diez protofilamentos

(Doroquez et al., 2014).

Los microtubulos del axonema se extienden desde un cuerpo basal, derivado de un centriolo
maduro ubicado justo debajo de la superficie celular. A medida que los microtubulos crecen,

empujan la membrana plasmatica, dando origen a la cilia (Fry et al., 2014).

Entre el cuerpo basal y el axonema se encuentra la zona de transicion (ZT);
subcompartimento que actua como barrera de difusion al regular el trafico de proteinas y
lipidos hacia y desde la cilia. La ZT esté estructurada por fibras en forma de Y (Y-/inks), que
conectan los microtibulos externos a la membrana
ciliar (Blacque y Sanders, 2014). Ademas, la cilia
en esta region se vuelve mds estrecha debido a

estructuras internas que organizan de forma

compacta los microtubulos, lo que podria conferir
rigidez mecanica a la base de la cilia. En C.

elegans, esta estructura conocida como anillo ~ Figura 12. Estructura de la ZT de C. elegans.
Representacion  esquematica de  una  seccidn

apical, se ubica en la cara interna de los longitudinal ¥ una transversal de la ZT. En la
seecion fransversal se wven los nueve pares de

microtiibulos externos (Figura 12) (Mercey et  dobletes externos asociados a la membrana ciliar a
traves de las Flinks (verde) v conectados hacia el

al., 2024)- interior por ¢l anillo apical (amarillo), que ticne un
tamano de 1000 nm. También se observan los
microtabulos  simples  internos,  Modificado  de
(Mercey et al,, 2024).
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Dado que la cilia carece de maquinaria traduccional, depende de mecanismos de transporte
activo para conformar su proteoma y lipidoma. Estos componentes son transportados
mediante rutas de transporte vesicular desde el aparato de Golgi o el endosoma de reciclaje
hacia la base ciliar. Alli, las vesiculas se fusionan con la membrana y el contenido atraviesa la
barrera de difusion. Una vez en el axonema, las moléculas son desplazadas a lo largo de los

microtibulos por el sistema de transporte intraflagelar (IFT) (Long y Huang, 2020).

A partir de la zona de transicion, los microtibulos crecen hacia el extremo del axonema,
formando el segmento medio. Hacia el segmento distal del axonema solo se encuentran
extendidos los filamentos completos, ya que los incompletos se sueltan en el segmento medio

y se curvan formando estructuras con forma de gancho (Doroquez et al., 2014).

Particularidades de la cilia en C. elegans

En C. elegans el core del cuerpo basal degenera durante el desarrollo del organismo, y no esta
presente en la cilia madura (Nechipurenko y Sengupta, 2017). Como resultado, los
microtibulos no estan anclados en esa base, por lo que adoptan una disposicion abierta en
lugar de la tipica estructura cilindrica (Figura 13), extendiéndose dentro del compartimento

de la membrana periciliar (PCMC) (Doroquez et al., 2014).

El PCMC es un ensanchamiento con forma de bulbo de la punta distal de la dendrita, desde
donde protruye la cilia, y estd delimitado en su lado proximal por una unién adherente en
forma de cinturon entre la neurona sensorial y la célula de soporte sheath que la envuelve
(Figura 13). Por su composicion se trata de un subcompartimento ciliar auxiliar, ya que esta
enriquecido en proteinas ciliares asociadas a la sefializacion sensorial y el transporte en las
cilias (Blacque y Sanders, 2014). Es una zona activa de endocitosis y exocitosis, y el
equilibrio entre estos procesos regula la homeostasis estructural y funcional de la cilia
(Olivier-Mason et al.,, 2013). Actia como un centro de trafico para el transporte y
clasificacion de proteinas que ingresan y salen de la cilia, similar a lo que se ha descrito en
los bolsillos ciliar y flagelar, de protistas y mamiferos (Blacque y Sanders, 2014). Estos
bolsillos son invaginaciones de la membrana periciliar en las que se anclan las cilias,

especializados en el trafico de vesiculas (Figura 13) (Benmerah, 2013).

31



C. elegans H. sapiens

tip —a P lip
distal
segment
axoneme

— periciliary membrane

pocket | § A
. _ lransition zone
©
MT ﬂgres o S basal body
vesicle AL I sDA T
adherens mother =
junclion centriole roollst —=daughler centriole

Figura 13. Estructura de los subcompartimentos de las cilias. [zquierda: cilia anfidica de C. elegans. Los
microtubulos (MT) se extienden sobre el cuerpo basal degenerado en la base ciliar y se expanden hacia el
compartimento de la membrana periciliar (PCMC). El PCMC esta limitado en su lado proximal por una unién
adherente entre la neurona y la célula de soporte adyacente no representada. Una zona de transicion (TZ) ciliar
de ~0.8 um de largo emerge desde la base ciliar, contiene 9 pares de microtubulos estrechamente unidos a través
del anillo apical (ver seccion transversal), con cada doblete conectado a la membrana ciliar mediante Y-links.
También estan presentes los microtiibulos unicos internos. La TZ es seguida por un segmento medio de ~4 pm
de largo formado por 9 dobletes, después los filamentos incompletos se sueltan y contintian los filamentos
completos en el segmento distal de ~3 pm de largo. Derecha: cilia primaria humana candnica. Se representa el
cuerpo basal y los apéndices asociados; distal (DA) y subdistal (sDA), la zona de transicion y los
compartimentos axonémicos. Se representa a la cilia anclada en un bolsillo ciliar; una invaginaciéon de la

membrana periciliar observada en algunos subtipos de cilias. Modificado de (Blacque y Sanders, 2014).

Fenotipo dye-filling (Dyf)

La cilia en C. elegans se encuentra unicamente en 60 neuronas sensoriales compartidas entre
sexos y en 52 especificas de machos (Figura 14) (Inglis et al., 2007). Existe una manera de
estudiar la integridad estructural de algunas de estas cilias evaluando la absorcion de tintas
fluorescentes, como el fluorocromo derivado de la fluoresceina FITC, y los marcadores
lipofilicos DiO y Dil que tifien las neuronas por difusion lateral en la membrana plasmatica
(Thermo Fisher Scientific, s.f.). Estas tinciones ingresan a las células a través de sus

terminaciones ciliadas expuestas al ambiente, en el caso de los dnfidos marcan las neuronas
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ASI, ADL, ASK, AWB, ASH y ASJ y en los fasmidos PHA y PHB. Varios mutantes que
tienen la cilia afectada o las células socket y sheath alteradas, presentan fenotipo dye-filling

(Dyf) anormal. Sin embargo, también existen alteraciones en la cilia que no afectan el

fenotipo Dyf (Inglis et al., 2007).

N

AWA AWB AWC AFD ASE ADF ASG ASH ASI ASJ ASK ADL

‘,;

Figura 14. Cilias del anfido de C. elegans. La mayoria de las cilias tienen una forma similar, con uno o dos
cilindros alargados finger-like. Dentro de las cilias wing (AWA, AWB, AWC), AWC adopta una estructura
amplia, mientras que AWA y AWB son mas pequefias, AWA tiene forma arborizada en su extremo distal y AWB
tiene dos terminaciones ciliadas que se vuelven irregulares y aplanadas en su extremo distal. La dendrita de
AFD termina en una estructura brush-like con vellosidades rodeando una tnica cilia. Modificado de (Altun y

Hall, 2010b).

Metabolismo de la cilia primaria

La mayoria de los organelos celulares en eucariotas son de localizacion intracelular y el ATP
que estos requieren para su funcionamiento lo obtienen de la gran disponibilidad que hay en
el citosol. Hay un grupo de organelos de forma cilindrica alargada que se encuentran en
células altamente especializadas, dentro de los que se encuentran las cilias mdviles e
inmoviles y microvellosidades. Estos requieren de un elevado abastecimiento energético para

llevar a cabo sus funciones, que no es satisfecho de la misma manera que ocurre en otros

organelos (Villar et al., 2020).

En relacion a la fuente que provee de energia a la cilia primaria, lo mas descrito es que existen
mitocondrias proximas a su base que son responsables de la sintesis del ATP (Fluegge et al.

2012; Moruzzi et al. 2022), pero esta via podria ser ineficiente para abastecer a toda su
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longitud. Se ha demostrado en cilias olfatorias de mamiferos que usan una combinacion de
estrategias para obtener el ATP necesario para la quimiotransduccion (Figura 15). Por un
lado, generan ATP en el knob de la dendrita (en la base de la cilia) por fosforilacion oxidativa,
que luego ingresa a la cilia a través de ATP-shuttles (Acevedo et al., 2019). Por otro lado, se
ha encontrado que en su superficie las cilias tienen transportadores que ingresan glucosa
desde la mucosa olfatoria, y una vez en su interior es catabolizada a través de la glucdlisis

para producir mas ATP y abastecer el extremo apical (Villar et al., 2020).

Mitochondrias

Glycolysis Figura 15, Utilizacion de glucosa por la cilia olfatoria de

mamiferos. En ¢l moco que se ubica encima del epitelio

Gle  Mueus  glfatorio hay glucosa, que es transportada hacia cilias a través

de transportadores (GLUT3), donde se metaboliza por

glucolisis, generando ATP. Las mitocondrias contenidas en el

Olfactory epithelium

knob dendritico también proporcionan ATP a las cilias,
mediante fosforilacion oxidativa. Modificado de (Villar et al.,

2017).

Como se mencion6 en el apartado de metabolon glucolitico, en el axén de neuronas motoras
de C. elegans, la fuente de energia de las sinapsis en condiciones de alto requerimiento
energético es la glucolisis aerdbica, con la formacion del metabolon, incluso en presencia de

mitocondrias.

Teniendo en cuenta lo observado en las cilias olfatorias de mamiferos y en la sinapsis de
motoneuronas de C. elegans, surge la pregunta de si la cantidad y velocidad de difusion del
ATP desde la base de la cilia hasta el extremo apical cubre todos sus requerimientos
energéticos. En este contexto, la hipdtesis de este trabajo es que en la cilia primaria de C.

elegans ocurre glucolisis.
A su vez, este estudio se enmarca en un proyecto mas amplio que plantea investigar si, en

caso de confirmarse glucolisis en la cilia primaria, se forma un metabolon glucolitico

constitutivo o inducido en condiciones de alto requerimiento energético o falta de oxigeno.

34



Objetivo

Objetivo General

Determinar la existencia de glucolisis en la cilia primaria de C. elegans mediante el estudio de
la localizacion subcelular de la enzima glucolitica fosfofructoquinasa-1 y de fenotipos

morfoldgicos en mutantes en el gen que codifica para dicha enzima.

Objetivos especificos

e Determinacion de localizaciéon subcelular de la enzima fosfofructoquinasa-1 en
neuronas ciliadas de C. elegans.

e Determinacion de integridad estructural de un conjunto de cilias en el organismo
mutante en el gen que codifica para la fosfofructoquinasa-1 (pfk-1.1), mediante tincion

con el compuesto Dil.
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Metodologia

Estirpes de C. elegans

Tabla 1: Estirpes empleadas en el trabajo.

Estirpe

Genotipo

Caracteristica

N2

Estirpe silvestre, aislado en
Bristol

DCR3791

pfk-1.1(ola72)

Enzima PFK-1.1 con
disminucion en su
funcionalidad:
Sustituciéon aminoacidica
(Cys = Tyr proxima a sitio
de union al activador
alostérico principal)

MX23

dpy-5(e907);
nxEx23[dpy-5(+);
bbs-1::gfp]

Marcador ciliar:
Expresa bbs-1::gfp

[H42

Ex/[rol-6(sul006), Ptsp
-6::pfk-1.1::mScarlet]

Localizacion de la enzima
glucolitica PFK-1.1 en
neuronas ciliadas:
Expresa pfk-1.1::mScarlet y
rol-6(sul006)

[H45

dpy-5(e907)/+;
Ex[rol-6(sul006);

Ptsp-6::pfk-1.1::
mScarlet;dpy-5(+);

bbs-1::gfp] (F1)

Localizacion de la enzima
PFK-1.1 en neuronas ciliadas
y marcador ciliar:
Expresa bbs-1::gfp,
pfk-1.1::mScarlet y
rol-6(sul006)

36



Mantenimiento de estirpes

Medios y soluciones utilizados para el trabajo con C. elegans

Tabla 2: Componentes de los medios y soluciones empleadas.

Medio de cultivo o solucion Componentes

Solucion de congelado 2X 5,85 g/L NaCl, 6,8 g/LL KH,PO,, 300 g/L
glicerol, NaOH 5,6 mM, MgSO, 0,3 mM

Buffer M9 3 g/L KH,PO,, 6 g/L Na,HPO,, 0,5g/L
NaCl, H,O c.s.p.

Medio Nematode Growth Medium (NGM) 3 g/L NaCl, 2,5 g/L peptona, 17 g/L agar, 5
ug/L colesterol, MgSO4 1 mM, CaCl2 1
mM, KPO, 0,025 M, pH 6 (108,3 g/L
KH,PO, y 35,6 g/L K,HPO,)

Solucién de Bleaching o de limpieza 1 vol. NaOH 5 M, 1,5 vol. NaOCl 40%, 2,5
VOl. Hzo
Cultivo de E. coli Medio LB: triptona 1%, extracto de

levadura 0,5% y NaCl 1%

Buffer de lisis KCl1 50 mM, Tris pH 8.2 10 mM, MgCl, x6
H,O 2,5 mM, Triton X-100 0,45%, Tween
0,45%, gelatina 0,01%, H,O c.s.p.

Levamisol 4 mM

Azida de sodio 0,1 M

Cultivo de C. elegans

Las estirpes (Tabla 1) fueron mantenidas en medio Nematode Growth Medium (NGM) agar
(composicion en Tabla 2) en placas de Petri de 5 cm con un césped de la cepa de E. coli
OP50 como fuente de alimento, incubadas a 20°C. La bacteria E. coli OP50 presenta
auxotrofia por uracilo; dado que el medio NGM presenta una cantidad limitada de este

nutriente, se limita el crecimiento del césped de bacterias (Stiernagle, 2006).
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Congelado de estirpes de C. elegans

Para congelar las estirpes, los gusanos se crecieron en una placa de Petri de 9 cm y cuando se
acabd el alimento y predominaron los estadios L1-L2, se recuperaron con 2 mL de buffer M9
(composicion en Tabla 2) en un tubo de 15 mL. A la suspension de gusanos se le agregd un
volumen igual de solucion de congelado 2X (composicion en Tabla 2) y se mezcld con
vortex. Se almacenaron en alicuotas de 1 mL en criotubos que se colocaron en un recipiente
de espuma plast a -80°C para congelarlos progresivamente. Luego de 15 dias se descongelo
uno de los tubos, colocando su contenido en una placa de NGM con alimento y se monitored
durante una semana para evaluar si el proceso de congelado fue correcto. El resto de los tubos

se mantienen a -80 °C en las cajas de almacenamiento de estirpe hasta su uso.

Limpieza de gusanos contaminados

La limpieza de gusanos contaminados por hongos o bacterias distintas a E. coli OP50, se
realizdé tratando a gusanos hermafroditas adultos gravidos con la soluciéon de bleaching
(composicion en Tabla 2). Esta solucion elimina la contaminacion y degrada a los nematodos
de cualquier estadio larvario y adultos, Unicamente sobreviven los embriones protegidos por

su envoltura.

Alternativamente, si no era posible usar la solucion de bleaching por algiin motivo, una
manera de disminuir la contaminacion que se utilizo fue pasar alrededor de 20 gusanos de a
uno a la vez a una nueva placa NGM con alimento y luego de 30 min se repitio el

procedimiento con esos mismos 20 gusanos a una nueva placa, un total de 6 veces.

Confirmacion de genotipo de estirpes de gusanos mediante PCR y

secuenciacion

Para confirmar el genotipo de las estirpes N2 y DCR3791 se realizaron PCRs, utilizando

como molde ADN gendémico de un conjunto de gusanos de cada estirpe.

Para la extraccion del ADN gendmico, se colocaron 25 gusanos en 25 pL de buffer de lisis

(composicion en Tabla 2) con proteinasa K (20 mg/mL) en un tubo de PCR. Se incubaron
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durante 15 min a -80°C y luego se expusieron 1 hora a 65°C, y 15 min a 95°C. El ADN se

conservo a -20°C. Se utiliz6 1 uL de la reaccion para la realizacion de la PCR.

Las condiciones utilizadas para las PCRs se describen en las Tablas 3 y 4. Se disefiaron
cebadores para la amplificacion de una secuencia de 430 pb, dentro de la cual se encuentra la
posicion nucleotidica que es sustituida en la estirpe mutante DCR3791 (cambio de una
guanina por una adenina en la posicion 1685 del marco abierto de lectura). Las secuencias de
los  cebadores  utilizados  fueron la  siguientes:  Forward  primer: 5
ACTATGCCTCAACTTGCTGC 3' que se encuentra a 151 pb upstream de la mutacion y
Reverse primer: 5' TGAACGGTGAATGGCTCTTC 3' a 258 pb downstream (Figura 16). El

amplicon generado fue secuenciado para confirmar el genotipo.

Figura 16. En colores se
GGGACTTGCCAATGGGTCATTCARACAGTTCAAGTGGTCCGATGTTACTAACTGGGCARTGARCGGAGGATC
GTTCCTTGGCACACAGAAAAGTCTTCCAACTGAGARAACTATGCCTCAACTTGCTGCTCARCTGAAGAAGCA resaltan los cebadores
CAATATTCAAGCGTTATTGCTTGTTGGAGGAT TTGAAGCGTATCACAGCACAATAATTCTTGCTGARRATCE
CGARRAGTATCCCGAGTTTTGCATTCCAARTGTGTGTCATCCCATHCACCATCTCGAACAATGTTCCAGtEE  disefiados para ampliﬁcar la
gtttttcattatataaggtttttaaacaatacatttctaattttagGAACTATGGTGTCTCTCGGATCCGAT
ACCGCGATCAATGAGATTTGCCAGRTGATCGACARRATCARGCAATCTGCCACTGGTACCARGAGARGAGTT regidn gendmica de interés,
TTCATTGTCGARACAATGGGAGGATACTGTGGTTACCTTGCCACTCTTTCTGCGT TGAGCTCCGGTGCGGAT
AATGCGTACATTTTT NN ~ G2 CCTCTCCGATGATGTTGATGTGATTCTCTCARAG  on  rojo la  posicion de
ATGGAAGTTGGAGCGARACGCTACTTGGTTGTCAGARATGAGT GGGCCGACAAGAACCTCACCACAGATTTT

sustitucion en DCR3791.

Tabla 3: Reactivos utilizados para la PCR y sus respectivas concentraciones.

Compuesto Concentracion final por reaccion (20 pL)

H,O Cantidad suficiente para 20 pL

Buffer 10X 1X

dNTPs 200 uM c/u

Forward primer 0,5 uM

Reverse primer 0,5 uM

DMSO 3%

Phusion™ High-Fidelity ADN polimerasa 0,02 U/uL

Molde de ADN 1 uL
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Tabla 4: Programa de termociclador

Etapa Temperatura y tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 98°C, 30's 1
Desnaturalizacion 98°C, 10s
Hibridacion 58°C, 30 s 35
Extension 72°C, 15 s
Extension final 72°C, 10 min 1

4°C, 10 min

Visualizacion de productos de PCR por electroforesis en gel de agarosa,

purificacion de ADN de gel y cuantificacion de ADN

El producto de la amplificacion por PCR de cuatro reacciones para cada estirpe, se visualizd
en un gel de agarosa 1%, utilizando el agente intercalante bromuro de etidio, y como

marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder.

La purificacién del ADN de gel de agarosa se realiz6 utilizando el kit de Wizard®, y el ADN

purificado se almaceno6 a -20°C.

La concentracion del ADN purificado se cuantific6 por absorbancia utilizando el

espectrofotometro DeNovix DS-11 FX+.

Secuenciacion

La secuenciacion de los amplicones generados con la estirpe silvestre y con la estirpe mutante

se realizé con el método Sanger, realizado por la empresa Macrogen.

Tincién con Dil

Para la tincion de las neuronas anfidicas (ASI, ADL, ASK, AWB, ASH y ASJ) y fasmidicas
(PHA y PHB) se utilizo el compuesto fluorescente Dil

(1,1'-Dioctadecil-3,3,3",3'-Tetrametilindocarbocianina Perclorato). Dicho compuesto tiene un
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maximo de excitacion a la longitud de onda de 550 nm y emite fluorescencia con un pico

maximo a 580 nm.

Inicialmente los gusanos de cada estirpe fueron cosechados de una placa enriquecida en
adultos con 1 mL de buffer M9, se colocaron en tubos de centrifuga de 1,5 mL y se realizaron
dos lavados. Para cada lavado los tubos con gusanos en 1 mL de buffer se centrifugaron a 300
g durante 30 s y se retir6 el sobrenadante. Luego se resuspendieron nuevamente en 1 mL de
M9 y se repitid el procedimiento. Luego, se incubaron en una soluciéon de Dil 0,6 ng/uL,
durante 2 h en agitador. Al finalizar la incubacion con el colorante, se realizaron cuatro

lavados siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente.

Preparacion de las muestras para la observacion al microscopio

El montado de los gusanos para su observacion en el microscopio, se realizo preparando una
solucion de agarosa 3% en agua, de la cual se depositd una gota (aproximadamente 25 pL)
sobre un portaobjeto y rapidamente se aplastd con otro portaobjeto para formar una fina capa
de agarosa, conocido con el nombre de pad. En el ensayo de evaluacion de la integridad de la
cilia se coloco sobre el pad una gota de 5 uLL de azida de sodio 0,1 M para anestesiar a los
gusanos. Para la inmovilizacion de los gusanos se ha reportado que 20 mM de aziday 1 mM
de levamisol permiten inmovilizar y recuperar los gusanos incubados (Manjarrez y Mailler,
2020). Sin embargo, durante la puesta a punto de los experimentos de localizacion subcelular
de PFK-1.1, se evaluaron distintas condiciones de inmovilizacién que se reportan en este
trabajo: levamisol (4 mM) y azida de sodio (0,5 mM y 25 mM). Para cada estirpe, los gusanos

se colocaron sobre un pad y se cubrieron con un cubreobjetos.

Observacion por microscopia de epifluorescencia y microscopia confocal

La visualizacion de la tincion con Dil de gusanos, se realizd utilizando el microscopio de
epifluorescencia Olympus IX81, con la cdmara Hamamatsu ORCA ER, y las imagenes fueron
capturadas con el programa 4.17 micro-manager (Edelstein et al. 2014). Se utilizé un objetivo
de inmersion en aceite 60x/1.25 NA. Dados los maximos de excitacion y emision del Dil, se
empled el filtro dicroico U-MWIG3 (excitacion 530-550 nm / emision 570 nm). Para obtener
imagenes de los cuerpos celulares de las neuronas ubicadas en distintos planos, se adquirieron

Z-stacks con un intervalo de 0,4 um entre planos, abarcando una profundidad de 27 um para
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los anfidos y 16 um para los fasmidos. El procesamiento de las imagenes se realizé con el
programa FIJI (Schindelin et al., 2012). Se seleccionaron las mejores imagenes de los Z-stack
de la cabeza y la cola de los gusanos, se proceso cada una ajustando el brillo y el contraste
para corregir el fondo y la saturaciéon de la imagen. Para mejorar la visualizacion de la
neurona ASI, se selecciond individualmente el soma de ésta y se aument6 el brillo. Luego se

hizo una proyeccion maxima de esos planos a través de un Z Project.

Para el estudio de la localizacion subcelular de la proteina PFK-1.1 en neuronas ciliadas se
utilizo el microscopio confocal Zeiss LSM 800. Las iméagenes se capturaron con el software
de microscopia ZEN blue. El procesamiento se llevé a cabo con FIJI (Schindelin et al., 2012),
lo que implicé ajustar el brillo y contraste de cada canal y luego hacer una superposicion de
estos. Para el caso de los Z-stacks se hizo una proyeccion maxima a través de un Z Project. Se
utilizo un objetivo de inmersion en aceite 63x/1.4 NA, y los Z-stacks para visualizar las cilias
de la cabeza se adquirieron con un espaciado entre planos de 0,22 um, abarcando una
profundidad de 2,5 um. Para las cilias de la cola, el espaciado fue de 0,6 um, abarcando una
profundidad de 4,8 pm. Para captar las neuronas de un danfido que expresaban
pfk-1.1::mScarlet, se adquirié un Z-stack con un intervalo de 0,4 um, abarcando 7,6 pm de
profundidad en el eje Z. Los rangos de deteccion espectral se establecieron como se muestra
en la Figura 17. La resolucion optica empleada fue de 222 nm para EGFP y 594 nm para
mScarlet, considerando la longitud de onda de sus méaximos de emision, y la apertura
numérica del objetivo. La resolucion digital fue de 10,1 px/um, considerando el tamafo de

pixel de 0,09 um y un tamafio de imagen de 1024 x 1024 px.

EGFP (EGFP) EM EGFP (EGFP) EX @ mScarletEM mScarlet EX 570 laser 488 laser
—] I
487-511 nm 583-700 nm

Figura 17. Esquema espectral de adquisicion confocal. En celeste y verde se representan los espectros de

excitacion (EX, maximo en 488 nm) y emision (EM, maximo en 509 nm) de EGFP. El laser de 488 nm excita en
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el maximo de absorcion de EGFP, el rango 487-511 nm corresponde a la fraccion de la emision del fluoréforo
configurada para ser detectada. En anaranjado (EX, maximo en 569 nm) y rojo (EM, maximo en 594 nm) se
representan los espectros de mScarlet. Se utilizd un laser de 570 nm para la excitacion, y para ese fluoroforo la
fraccion del espectro de emision detectada abarco el rango de 583-700 nm. Modificado de FPbase (Lambert,

2019).
Generacion de organismos transgénicos

Disefo de la construccion plasmidica

CDS pfk-1.1 CDS mScarlet
La construccion disefiada para el estudio de la
3'UTR unc-54

localizacion de PFK-1.1 incluyé de 57a 3" los "omorers

pINg
siguientes elementos dentro del plasmido pIN4 modificado

(Figura 18): el promotor del gen #sp-6, los exones

e intrones del gen pfk-1.1, la secuencia codificante
Figura 18. Esquema de la
construceion plasmidica codificante

para PFK-1_1::mScarlet.

del gen que codifica para la proteina reportera

mScarlet y la regiéon 3"'UTR del gen unc-54. La regioén
3'UTR del gen unc-54, se utiliza de rutina en la
generacion de transgénicos de C. elegans ya que se sabe que mejora la estabilidad del ARNm
y la expresion de la proteina. Dicha construccion fue sintetizada por la empresa GenScript y

se identifica en este trabajo con el nombre: Ptsp-6::pfk-1.1::mScarlet.

Transformacion de células competentes

La transformaciéon de células competentes de E. coli XL1-Blue se realizdé siguiendo el
protocolo descrito en la referencia (Stratagene, 2004). Se transformaron células competentes
con 5 ng/uL de la construccion, y se crecieron en medio LB-ampicilina 100 pg/mL, ya que el

plasmido contiene un gen de resistencia a este antibidtico.

Extraccion de ADN plasmidico

La extraccion de DNA plasmidico de bacterias se realizd utilizando el kit Wizard®. La
solucion plasmidica se cuantificod utilizando el espectrofotometro DeNovix DS-11 FX+ y se

almaceno a -20°C.
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Crio stock de células XL-1 transformadas con el plasmido Ptsp-6..pfk-1.1::mScarlet

Para la realizacién de un crio stock de las células XL-1 transformadas con el plasmido de
interés se mezclo un cultivo de 16 horas de las células de interés con una solucion de glicerol

50% en medio LB en una relacion 1:1. Se almaceno a -80°C.

Microinyeccion

Los organismos transgénicos se generaron mediante la microinyeccion de la construccion en
la gonada de gusanos adultos hermafroditas, siguiendo el protocolo detallado en el protocolo
1 de la referencia (Evans, 2006). Junto a la construccion de interés se co-inyecté un marcador
de inyeccion para identificar facilmente aquellos organismos transgénicos. Los plasmidos
inyectados forman un arreglo que serd internalizado por algunos nucleos de las células
germinales. El marcador de inyeccion utilizado (plasmido pRF4) es un alelo dominante
(sul006) del gen rol-6, gen que se expresa en la cuticula y que provoca una alteracion en la
morfologia de la misma que afecta el movimiento del gusano (Cox et al., 1980). Aquellos
gametos que incorporan el ADN inyectado resultan en un gusano con fenotipo roller, y
describen trayectorias circulares sobre el sustrato debido a que rotan sobre su eje longitudinal,
en lugar de presentar el movimiento sinusoidal silvestre (Cox et al., 1980). Cabe consignar
que la estirpe finalmente utilizada en esta tesis fue generada por Laura Romanelli durante el

entrenamiento en microinyeccion.

Una vez inyectados gusanos adultos con el ADN de interés, se selecciond la progenie con

fenotipo roller.

La mezcla de inyeccion utilizada contenia el plasmido pRF4 a 100 ng/uL, y la construccion

Ptsp-6::pfk-1.1::mScarlet a 30 ng/uL en agua libre de ARNasas y ADNasas.

Generacion de machos

Para cruzar las cepas de interés, se generaron machos. Se incubaron 20 hermafroditas en el
estadio L4 a 37°C durante 35 min en una placa de NGM con alimento y luego se mantuvieron
a 20°C. Se espera que el 2-5% de la progenie de estos gusanos expuestos a alta temperatura

sean machos (Sulston y Hodgkin, 1988). Posteriormente, para aumentar la proporcion de
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machos, se realizo un cruce de los machos obtenidos en el shock de calor con hermafroditas

de la misma estirpe.

Generacion de nueva estirpe transgénica mediante el cruzamiento de estirpes

Para generar gusanos que expresen tanto la enzima PFK-1.1 fusionada al reportero mScarlet
como también el marcador ciliar BBS-1 fusionado a GFP, se realizd un cruce entre machos
dpy-5(e907),nxEx23[dpy-5(+); bbs-1::gfp] y hermafroditas N2;Ex[rol-6(sul006),
Ptsp-6::pfk-1.1::mScarlet] (Figura 19). Se colocaron 7 machos adultos jévenes junto a 2
larvas L4 roller hermafroditas, en una nueva placa con alimento. De la descendencia del
cruce (F1) se seleccionaron los organismos que expresaban ambos reporteros utilizando la

lupa de fluorescencia Nikon SMZ800.

+; Ex[rol-6(sul006);
3/¢ +
Ptsp-6::pfk-1.1::mScarlet]

€907/+; Ex[rol-6(sul006);
dpy-5(e907);nxEx23[dpy-5(+); | Ptsp-6::pfk-1.1::mScarlet; | e907/+;nxEx23[dpy-5(+);
bbs-1::gfp] dpy-5(+); bbs-1::gfp] bbs-1::gfp]

e907/+; Ex[rol-6(sul 006),

dpy-3(e907) Ptsp-6::pfk-1.1::mScarlet] e907/+

Figura 19. Cuadro de Punnet. Representacion del cruce de las estirpes
dpy-5(e907),nxEx23[dpy-5(+); bbs-1::gfp] y Ex[rol-6(sul006); Ptsp-6.:pfk-1.1::mScarlet], que da lugar a la F1
de interés (resaltado en ro-

sa), de genotipo: dpy-5(e907)/+;Ex[rol-6(sul 006); Ptsp-6::pfk-1.1::mScarlet; dpy-5(+); bbs-1::gfp].
Caracterizacion fenotipica de DCR3791

Estirpe DCR3791 (alelo ola72)

Esta cepa fue generada por Jang et al. (2016), a partir de analisis genéticos directos no
dirigidos para identificar moléculas necesarias para la localizacion de proteinas de vesiculas
sinapticas. El alelo o/la72 caus6 distribucion difusa de las proteinas de vesiculas sinapticas en

hipoxia, y a través de clonado posicional del alelo ola72 se describid una mutacion de cambio
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de sentido en el cromosoma X, que da lugar a una sustitucion aminoacidica de una cisteina

por una tirosina en el gen que codifica para la enzima glucolitica pfk-1.1.

Ensayo de caracterizacion del nimero de progenie y periodo de puesta de

huevos de la estirpe DCR3791

Para estudiar el desarrollo de la progenie de las estirpes y el tiempo de puesta de huevos, tanto
para la estirpe mutante pfk-1.1(ola72) como la silvestre N2, se aislaron gusanos del estadio L4
(generacion PO) colocando 1 gusano por placa de NGM con alimento, y cada 24 h esos
gusanos PO se cambiaron a una nueva placa (1 por placa) por los siguientes 4 dias (Figura
20). De esta manera se evalu6 cuantos dias los gusanos PO pusieron progenie (generacion F1).
Ademas, se estudio la viabilidad de la F1, para esto se cuantificé la proporcion entre
embriones inviables y viables en cada placa, y para la proporcion viable se monitored su
tiempo de desarrollo (nimero de dias desde embrion hasta adulto). Se realizaron 4 réplicas

para cada estirpe en 3 experimentos independientes. Los experimentos se realizaron a 20°C.

24 h 24 h 24 h 24 h

0O 0 G 0 ©

e PO e F1

Figura 20. Disefio experimental para la caracterizacion del nimero de progenie y periodo de puesta de
huevos. El esquema representa las placas de petri en la que se siembra un gusano del cual se cuantificara el
numero de embriones F1 que produce y el numero de dias que pone huevos. A la izquierda se ubica la placa de
petri con el gusano PO que se coloca en la placa en el estadio L4 el primer dia del experimento, tras 24 h dicho

gusano es pasado a otra placa y asi sucesivamente durante 4 dias. En rojo se representa la progenie F1.

Ensayo de caracterizacion de la viabilidad de la estirpe DCR3791 cuando es

expuesta a la solucion de bleaching
Para estudiar si las condiciones del procedimiento de descontaminacion de rutina (bleaching)
afectan o no la viabilidad de la estirpe mutante, disefiamos un ensayo para estudiar el

desarrollo y reproduccion de la progenie (generacion P0O) contenida en el utero de gusanos

adultos que se expusieron a la solucién de bleaching (o limpieza) y adultos que no. Para la
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condiciéon de bleaching, se colocaron 15 adultos gravidos sobre una gota de 25 pL de la
solucion en una placa de NGM con alimento. Para la condicion control sin bleaching, como
forma alternativa de aislar embriones sin utilizar la solucién, se colocaron 10 adultos gravidos
en una placa de NGM con alimento que pastorearon y depositaron huevos durante 2 h, luego
de ese tiempo se retiraron los adultos de la placa (Figura 21). En ambos procedimientos habia
aproximadamente 50 individuos PO por placa. Se realizaron 3 réplicas para cada condicion de

la estirpe mutante y se compard con la estirpe silvestre N2, en 3 experimentos independientes.

EVALUACION PO y F1

bleaching PO huevos aislados PO en crecimiento F1
N 5 .\Av:\
B = g = s = S
mueren adultos crece PO 5 7 PO ovipone “r ° .
puesta de PO huevos aislados PO en crecimiento F1
huevos
=2 5 5 o s '\Av\
. ~ k\ .
- A SRR SEARY
)' se retiran . crece PO — PO ovi ...j: o 7,
adultos (2 h) ovipone

Figura 21. Disefio experimental para el ensayo de bleaching. En la fila superior se representa la condicion de
bleaching: se exponen gusanos gravidos a la solucién, mueren los adultos y permanecen los huevos (P0), que al
llegar a la madurez sexual da lugar a la generacion F1. En la fila inferior se representa la forma alternativa de
aislamiento de embriones (“puesta de huevos”): se colocan adultos en una placa de petri y pastorean durante 2 h
mientras oviponen, luego de ese tiempo los adultos son retirados. En la placa permanece la generacion PO, que al
llegar a la madurez sexual da lugar a la generacion F1. El cuadro verde representa las generaciones evaluadas

(PO y F1).
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Resultados

Estudio de la localizacion subcelular de la enzima glucolitica PFK-1.1

Para el estudio de la localizacién subcelular de la enzima PFK-1.1, se generé6 mediante
microinyeccion una linea transgénica (N2,Ex/[rol-6(sul006); Ptsp-6::pfk-1.1::mScarlet] de
ahora en adelante pfk-1.1::mScarlet) que expresa exones ¢ intrones del gen pfk-1.1 fusionado
al reportero mScarlet bajo el promotor del gen #sp-6, (este Gltimo se expresa en un conjunto
de neuronas dentro de las que se encuentran las AWA (wing), las neuronas con cilias rod-like
del canal anfidico y las neuronas fasmidicas) (Nikonorova et al., 2022). Por otra parte, para la
visualizacion de la cilia primaria y la eventual localizacién de la PFK-1.1 en dicho organelo,
se realiz6 el cruce de la estirpe generada en este trabajo (pfk-1.1::mScarlet) con una estirpe
transgénica que expresa el gen bbs-1 (especifico de cilia) fusionado a gfp (de ahora en
adelante bbs-1::gfp). Dicho reportero marcador de cilia se localiza predominantemente en el
compartimento de la membrana periciliar, en la base, en la zona de transicion y en el axonema
de la cilia de un conjunto de neuronas ciliadas. Es interesante mencionar que inicialmente en
la estirpe bbs-1::gfp la localizacion de bbs-1 fue reportada en la zona de transicion y axonema
ciliar (Blacque et al., 2004) y posteriormente se describid el subcompartimento ciliar de la

membrana periciliar (Kaplan et al., 2012).

Expresion de bbs-1::gfp

Como marcador de cilia se utiliz6 la estirpe MX23 (dpy-5(e907); nxEx23 [dpy-5(+);
bbs-1::gfp]), que expresa la fusion BBS-1::GFP de forma uniforme en la cilia. En la Figura
22A se observa la expresion del marcador ciliar en un par de neuronas de la cola, esta fue
mayor en las cilias: en el axonema, por debajo en la zona de transicion (que se aprecia como
una region mas estrecha), en la base de la cilia y en el compartimento de la membrana
periciliar (abultamiento en el extremo distal de la dendrita). Dado que se reconoce cada
subcompartimento del organelo en algunas neuronas, como se ve en la magnificacion de un
par de cilias de la cola (Figura 22A), podemos afirmar que la expresion de BBS-1::GFP
abarca el largo completo de las cilias. Ademas, el largo de las cilias de la cola, considerando

esas regiones de expresion mas intensa, coincidio con la medida promedio reportada de 7 pm
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(Hong et al., 2021). Adicionalmente, se observo expresion en menor medida en los somas y
procesos neuronales, tanto en neuronas ciliadas de la cola como de la cabeza del organismo

(Figura 22B y C).

Cola Cabeza

Cola

Figura 22. Expresion de BBS-1::GFP en neuronas anfidicas y fasmidicas. A la izquierda de cada fila de
imagenes se esquematiza la region del organismo capturada y su orientacion. A. Micrografia de un plano de la
cola donde se observa un par de neuronas fasmidicas. Se representan las estructuras celulares donde se expresa
BBS-1::GFP: somas (S), dendritas (D) y cilias (C). En la esquina se encuentra una magnificacion de las dos
cilias, donde se sefialan los subcompartimentos ciliares: en amarillo el compartimento de la membrana periciliar
(PCMCQ), en celeste la base de la cilia (B), en rojo la zona de transicion (TZ), y en blanco el axonema (A). A la
derecha se encuentra la misma imagen superpuesta con la imagen de luz transmitida. B. Micrografia confocal de
la proyeccion de un Z-stack, se ven en vista dorso-ventral las neuronas de los anfidos de la cabeza expresando
BBS-1::GFP de forma uniforme en los somas (sefialados con flechas), en las dendritas (D) que se dirigen hacia

la boca y en los axones (A) que forman el anillo nervioso. A la derecha se observa la misma micrografia
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superpuesta con la imagen de luz transmitida. C. Micrografia de un plano con acercamiento sobre el extremo
anterior de la cabeza, se observa BBS-1::GFP en cilias © y con menor intensidad en dendritas anfidicas (D). A

la derecha se encuentra la misma imagen superpuesta con la imagen de luz transmitida. Escala: 5 um.
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Expresion de pfk-1.1::mScarlet

En todos los casos los gusanos se montaron en hipoxia, ya que los preparados estaban
cubiertos por cubreobjetos, lo que disminuye la disponibilidad de oxigeno (Jang et al., 2016).
A su vez, se incubaron en distintas condiciones: con levamisol y/o azida de sodio. El
levamisol inmoviliza los gusanos ya que es un agonista de receptores de nicotina/acetilcolina,
que genera contraccion sostenida de los musculos y finalmente paralisis espastica en el
nematodo (Turani, 2020). La azida de sodio es un inhibidor del complejo mitocondrial
citocromo oxidasa (Bogucka y Wojtczak, 1966), por lo que mediante su uso ademas de
inmovilizar a los gusanos se puede evaluar si la inhibicion de la fosforilacion oxidativa
modifica el patron de expresion de PFK-1.1 en las neuronas (adicionalmente al efecto de
hipoxia del cubreobjeto). En la mayoria de los gusanos estudiados se observo el mismo
patrén tanto en neuronas anfidicas (Figura 23A) como en fasmidicas (Figura 23B); por un
lado, una expresion homogénea de pfk-1.1::mScarlet en las dendritas y axones de las
neuronas. Por otro lado, en algunas areas del citosol de los cuerpos celulares se observd
expresion discreta detectada como puntos saturados, mientras que en otras regiones del soma,
la expresion tuvo iguales caracteristicas a las de los procesos celulares, con distribucion

uniforme y menor intensidad de la fluorescencia (Figura 23).
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Cola I o

Cabeza

Dendritas
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Figura 23. Expresion de PFK-1.1::mScarlet en neuronas anfidicas y fasmidicas. A la izquierda de cada fila
de imagenes se esquematiza la region del organismo capturada y su orientaciéon. A. Micrografia confocal de la
proyeccion de un Z-stack, se adquirié con un espaciado entre planos de 0,22 um, abarcando una profundidad de
2,5 um. Se ven 4 neuronas de un anfido de la cabeza expresando PFK-1.1::mScarlet, sefialadas con flechas. En
algunas zonas del citosol de los somas la expresion no parece homogénea ya que hay regiones con mas
intensidad de fluorescencia. Las dendritas y axones expresan PFK-1.1::mScarlet de forma uniforme. A la
derecha se observa la misma micrografia superpuesta con la imagen de luz transmitida. Se utiliz6 azida de sodio
(25 mM) como anestesia. B. Micrografia confocal de la proyeccion de un Z-stack, el espaciado fue de 0,6 um,
abarcando una profundidad de 4,8 pum. Se ven las neuronas de los 2 fasmidos de la cola con el mismo patron de
expresion de PFK-1.1::mScarlet que las neuronas de la cabeza. Las dendritas se extienden hasta la region mas
distal del gusano, luego se encuentran los 2 cuerpos celulares de cada fasmido, y los axones que se extienden
hacia el ganglio preanal. A la derecha se observa la imagen superpuesta con la imagen de luz transmitida. Se

empled levamisol (4 mM) y azida de sodio (0,5 mM). Escala: 5 pm.
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Estudio de la posible colocalizacion de las fusiones bbs-1::gfp y

pfk-1.1::mScarlet

Para determinar si la PFK-1.1 se localiza en la cilia se generd una nueva estirpe transgénica
cruzando las estirpes que expresan pfk-1.1::mScarlet y bbs-1::gfp y la progenie del cruce se
analiz6 por microscopia confocal. Dado que en la cola hay 2 cilias de estructura single rod en
cada fasmido, con una disposicion facilmente distinguible, la colocalizacion fue mas facil de
determinar en estos o6rganos que en los anfidos de la cabeza. En cambio, en la cabeza fue mas
complejo observar colocalizacion debido a la gran cantidad de cilias con distintas
morfologias y disposicion intrincada, sumado a que la expresion de las dos proteinas (BBS-1
y PFK-1.1) no ocurre exactamente en las mismas neuronas, ya que los transgenes tienen
distintos promotores; por este motivo en los anfidos se tratd de seleccionar planos con pocas

células para identificar terminaciones nerviosas que expresaran ambas construcciones.

Tanto en la cabeza como en la cola, la colocalizacién de las dos proteinas es clara en el

compartimento abultado de la membrana periciliar (Figura 24).
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Figura 24. Colocalizacion de
PFK-1.1::mScarlet y
BBS-1::GFP en neuronas
anfidicas y fasmidicas. A.
Micrografias confocales de un
solo plano, se ven neuronas
de un anfido de la cabeza. B.
Micrografias de la proyeccion
de un Z-stack: se ven las
neuronas de los dos fasmidos
de la cola. Para la cabezay la
cola la localizacion de
PFK-1.1::mScarlet ocurre en
las  dendritas  hasta el
compartimento membranoso
periciliar (PCMC), y Ila
localizacion del marcador
BBS-1::GFP ocurre en las
cilias. La colocalizacion de
los dos fluoréforos se observa
a través de la superposicion
de las imagenes de los dos
canales (merge): en A en la
region que corresponde con el
subcompartimento PCMC de
1 neurona. En B en la region
que corresponde con el
subcompartimento PCMC de
las 4 neuronas fasmidicas. En
la esquina se incluye una
magnificacion de la region en
la que se observa
colocalizacion. Por altimo, se
incluye la superposicion de
los dos canales y campo claro

(WF). Escala: 5 pm.
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Evaluacion de la integridad estructural de la cilia mediante tincion con
Dil para la estirpe WT y mutante en pfk-1.1 (DCR3791)

Como un abordaje para el estudio de la integridad estructural de la cilia primaria en gusanos
silvestres y mutantes en pfk-1.1 se realizo la tincion con Dil, un compuesto fluorescente que
es incorporado in vivo en un conjunto de 16 neuronas sensoriales que tienen expuesta al
exterior la cilia primaria. La no incorporacién de dicho compuesto indica problemas en la
ciliogénesis y en consecuencia el mal funcionamiento de la cilia primaria (fenotipo

denominado como Dyf (abnormal Dil filling)).

En el ensayo de determinacion de la integridad estructural de la cilia sensorial, como
resultado se observo que no hay diferencias significativas en el nimero de neuronas marcadas
entre los dos grupos estudiados, tanto en anfidos como en fasmidos, por lo tanto los gusanos

mutantes en el gen pfk-1.1 incorporaron el Dil de manera similar a los salvajes (Figura 25).
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Figura 25: Cuantificacion de neuronas anfidicas (A) y fasmidicas (B) tefiidas con Dil en gusanos de la estirpe
silvestre N2 y mutantes en el gen pfk-1.1 (estirpe DCR3791). Gusanos adultos de las estirpes silvestre (N2) y mutante en
pfk-1.1 (DCR3791) fueron incubados en Dil durante 2 horas y el nimero de neuronas marcadas fue cuantificado mediante
microscopia de fluorescencia. En cada grafica los puntos representan el nimero de neuronas que incorporaron Dil por
gusano en anfidos (A) y fasmidos (B). Se representa el promedio de 4 experimentos independientes, 3 de ellos con 10
gusanos y 1 con 4 gusanos. No existe diferencia significativa entre las dos estirpes (ns) tanto para fasmidos como para

anfidos, esto se determiné con la prueba U de Mann-Whitney (P<0,05).
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A partir de las imagenes obtenidas se observo que el grado de incorporacion de la tincion fue
similar en las dos estirpes. A pesar de que no se cuantifico la intensidad de fluorescencia, en
todos los casos se distingui6 claramente la mayoria de las neuronas con sus procesos neurales
y somas. Las neuronas anfidicas ASK, ADL y ASI se ubican proximas entre si y en algunos
casos quedan superpuestas y resulta dificil su individualizacion mediante microscopia de
epifluorescencia (Figura 26A y B). Dado esto, en algunos individuos, tanto salvajes como
mutantes, el nimero de neuronas de la cabeza identificadas fue menor al esperado, como se
observa en la distribucion de los datos de las graficas de la Figura 25A. Dado el nimero de
réplicas realizadas y que se observa lo mismo en ambas estirpes, especulamos que en
aquellos individuos en los que se cuantificaron menos de 12 neuronas anfidicas, se deba a la
dificultad de individualizarlas y no a otro fenémeno. En cambio, en la cola se marcaron los
dos pares de neuronas facilmente identificables y por lo tanto se aprecidé una distribucion

menos dispersa de los datos (Figura 25B).
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Figura 26: Neuronas anfidicas y fasmidicas tefiidas con Dil en gusanos de la estirpe silvestre N2. A y B: En
vista dorso-ventral (D-V) se observan los dos grupos de neuronas que integran los anfidos, a cada lado de la
faringe. En A se pueden observar las dendritas que se extienden hacia el extremo anterior del animal y
conforman nervios anfidicos (A). En B se ven unicamente los cuerpos celulares, en el anfido izquierdo se
visualizan las 6 neuronas anfidicas que se tifien con Dil (ASI con muy poca intensidad de fluorescencia, por lo
que se sefiala con un asterisco®*, ADL, ASK, AWB, ASH y ASJ), mientras que en el anfido derecho se
visualizan 5. C y D: En vista lateral (LAT) se observa el anfido derecho: las dendritas (C) y la disposicion de sus
somas (C y D); ASK, ADL y ASI* se ubican proximas entre si y con disposicion dorsal respecto a las demas,
ASH y ASJ se disponen ventralmente y alineadas entre si y AWB es de menor tamafio y se ubica en un plano en
el medio de los otros dos conjuntos de neuronas. E y F: Se observan los dos fasmidos de la cola en vista lateral,

con sus respectivas dendritas (E) y los cuerpos celulares ubicados detras del recto a ambos lados de la cola (E y
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F): PHAR y PHBR del fasmido derecho, PHAL y PHBL del izquierdo. Escala: 10 um. Resultados similares se
obtuvieron en los mutantes en el gen pfk-1.1 (estirpe DCR3791).
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Caracterizacion fenotipica de la estirpe DCR3791

Al trabajar con la estirpe mutante DCR3791 (pfk-1.1(ola72)) se observaron fenotipos no
descritos previamente; concretamente se observaron diferencias respecto a la puesta de
huevos entre los adultos mutantes y silvestres, tanto en condiciones normales como frente al
procedimiento de bleaching. Por lo tanto, se procedi6 a realizar ensayos para describir dichos

fenotipos.
Ensayo de caracterizacion del niumero de progenie y periodo de puesta de

huevos de la estirpe DCR3791

Con respecto al fenotipo asociado a la puesta de huevos, se observd que los adultos de la
estirpe DCR3791 ponian una cantidad de embriones similar a la estirpe silvestre, sin
embargo, no todos los embriones de la estirpe DCR3791 eran viables y por lo tanto las placas
de dicha estirpe se veian enriquecidas en embriones sin eclosionar. Concretamente, 5 de cada
12 gusanos adultos de la estirpe mutante generaron progenie viable, a diferencia de la estirpe
silvestre donde todos los adultos dieron lugar a progenie viable (Tabla 5). Otra observacion
realizada fue que en la estirpe DCR3791, fueron viables principalmente algunos de los

huevos del primer dia de puesta, y en casos aislados en algun dia subsiguiente.

A pesar de la gran diferencia en la viabilidad entre las estirpes salvaje y mutante, se observo
que el tiempo de puesta y el nimero de huevos producidos por la generacion PO y el tiempo

de desarrollo de la generacion F1 fueron muy similares entre las estirpes (Tabla 5).
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Tabla 5: Resultados obtenidos en la suma de las 3 réplicas del experimento de caracterizacion del numero de

progenie y periodo de puesta de huevos. Para ambas estirpes, mutante en pfk-1.1 y silvestre N2, se detalla: el

tiempo de puesta de huevos de cada individuo de la generacion PO testeado (un total de 12 gusanos), el nimero

de individuos PO que producen al menos un huevo (F1) viable respecto al total de individuos estudiados (12), y

el tiempo de desarrollo de la generacion F1 desde embrion a adulto.

silvestres N2

Tiempo de puesta Tiempo de
F1 viable
de huevos de PO desarrollo de la F1

Individuos

3 dias 5/12 3 dias

mutantes pfk-1.1

Individuos

4 dias 12/12 3 dias
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Ensayo de caracterizacion de la viabilidad de la estirpe DCR3791 cuando es

expuesta a la solucion de bleaching

Frente al procedimiento de rutina de descontaminacion de gusanos (denominado bleaching)
se observo que la estirpe mutante en pfk-1.1 era mas sensible a la solucion de bleaching (o
solucion de limpieza) que la estirpe silvestre, particularmente se vio afectada la viabilidad de
la generacion F1. Por lo tanto se realizé una caracterizacion de dicho fenotipo que se detalla a

continuacion.

El ensayo consistio en estudiar el desarrollo, fertilidad y progenie de gusanos de las estirpes
mutante y silvestre aislados mediante la solucion de bleaching y sin dicha solucion.
Brevemente, adultos gravidos de cada estirpe se expusieron a la solucion de bleaching, (de
esta manera se aislan los embriones que estan en el utero), y esos embriones aislados
(generacion P0O) son los individuos que fueron estudiados en cuanto a su desarrollo y
reproduccion. Por otro lado, se colocaron adultos gravidos de ambas estirpes en placas para
que depositaran huevos durante 2 h y luego se retiraron, los embriones producidos en ese
tiempo (generacion PO) son los individuos estudiados (referidos como embriones aislados por

“puesta de huevos”) (detalle en Metodologia).

Como resultado, se obtuvo que la mayoria de la progenie (generacion F1) de los gusanos
mutantes de la condicion de bleaching era inviable a diferencia de la condicion control sin
bleaching (Tabla 6) (Figura 27). Concretamente, se obtuvo que en la condicion de bleaching
hubo progenie (F1) viable solamente en 3 de las 9 réplicas, a diferencia del control sin
bleaching, donde 7 de las 9 réplicas presentaron F1 viable. Para la estirpe silvestre N2 la

viabilidad de la generacion F1 fue constante entre condiciones (Tabla 6).
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Tabla 6: Resultados obtenidos en la suma de las 3 réplicas del experimento de evaluacion del efecto de la
solucion de bleaching en la viabilidad de la generacion F1. Para ambas estirpes (DCR3791 (mutante pfk-1.1) y
silvestre N2) se detalla: el numero de individuos PO que producen al menos un huevo (F1) viable respecto al

total de individuos estudiados (un total de 9 gusanos de la estirpe DCR3791 y 3 gusanos silvestres).

F1 viable (PO aislados por F1 viable (PO aislados por
bleaching) puesta de huevos)
Individuos mutantes pfk-1.1 3/9 7/9
Individuos silvestres N2 3/3 3/3
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Figura 27: Esquema representativo de los resultados obtenidos en el ensayo de bleaching. En las primeras

dos filas se representan las condiciones de “puesta de huevos” y bleaching en la estirpe silvestre (WT), en

ambos casos todos los embriones (P0) eclosionan, se desarrollan y dan lugar a progenie F1 completamente

viable. En las ultimas dos filas se representan las mismas dos condiciones para la estirpe mutante pfk-1.1(ola72).

En los dos casos los huevos PO son aislados y s6lo una proporcién de ellos eclosiona. Cuando PO se desarrolla a

adulto y se reproduce generando la generacion F1, se observa que en ambas condiciones la generacion F1 viable

es menor que en la estirpe silvestre. Adicionalmente, se observa una diferencia entre condiciones: en la

condicion de bleaching el nimero de F1 viable es menor que en la condicién control.
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A continuacion, se incluyen resultados de experimentos que forman parte de procedimientos
de rutina en el trabajo con este tipo de estirpes de gusanos y al mismo tiempo aportan a la
formacion de la estudiante en el contexto del desarrollo de una tesina de grado. Sin embargo,
no constituyen resultados informativos respecto a la pregunta bioldgica que se busca

responder.

Confirmacion de genotipo de estirpes N2 y DCR3791 mediante PCR
y secuenciacion

Para confirmar el genotipo de las estirpes N2 y DCR3791 se realizaron PCRs, utilizando

como molde ADN genémico de un conjunto de gusanos de cada estirpe.

Con el programa descrito (detalle en Metodologia) se llevo a cabo la amplificacion de la

secuencia de interés de 430 pb a partir de ADN gendmico de un conjunto de gusanos de cada
estirpe. Dentro del amplicon se encuentra la posicion nucleotidica que es sustituida en la
estirpe mutante en pfk-1.1 (DCR3791). Se trata de un cambio de una guanina por una adenina
en la posicion 1685 del marco abierto de lectura, que da lugar a una mutacién de cambio de
sentido (tGc/tAc; C/Y, alelo ola72). El producto de la amplificacion se corrio en un gel de
agarosa y se obtuvo una banda nitida del tamafio esperado para ambas estirpes, y una banda
tenue de amplificacion inespecifica de aproximadamente 75 pb como se observa en la Figura

28.
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MPM N2 DCR3791

500 pb —
400 pb—

75 pb —

Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos de amplificacion por PCR del fragmento de
430 pb que contiene la sustitucion nucleotidica del alelo ola72, para la estirpe mutante DCR3791 y la salvaje
N2.

El ADN purificado a partir del gel de agarosa fue secuenciado en la empresa Macrogen por el
método Sanger, y se realizd un alineamiento de las secuencias obtenidas con el genoma
salvaje de C. elegans publicado en wormbase.org (genoma WBcel235). De esta manera se

corrobord la identidad de las estirpes, como se observa en la Figura 29.

A 120

CATGCAC
N2
Query: 74 tcgcgaaaagtatcccgagttttgeattccaatgtgtgtcatcccatgeaccatctcgaa 133
FECCCCCRREREE R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e rerr
Shjct: 2943530 tcgcgaasagtatcccgagttttgeattecaatgtgtgtcateccatgeaccatctegaa 2943589
120
DCR3791 CATACAC

Query: 72 tcgcgaaaagtatcccgagttttgecattccaatgtgtgtcatcccatacaccatctcgaa 131

FEOEREREEEEE R EEEEEE e et e e e e e T Er e e e FEEE e
Shjet: 2943530 tcgcgaasagtatcccgagttttgeattecaatgtgtgteateccatgeaccatetegaa 2943589

Figura 29. Alineamiento de los productos de secuenciacion de la estirpe silvestre N2 y la estirpe mutante
en pfk-1.1 (DCR3791) con el genoma de C. elegans. A: a la izquierda se encuentra una fraccion del

alineamiento entre la secuencia del producto de amplificacion de N2 y el genoma salvaje de C. elegans, en
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verde se marca la base guanina que se mantiene en los dos casos y a la derecha se encuentra el cromatograma
ampliado en esa region. B: a la izquierda se encuentra una fraccion del alineamiento entre la secuencia del
producto de amplificacion de DCR3791 y el genoma salvaje de C. elegans, en amarillo se marca la posicion de
la sustitucion nucleotidica, se observa la transicion de una guanina del genoma salvaje a una adenina en la

secuencia del mutante, a la derecha se encuentra el cromatograma ampliado en esa region.
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Discusion

La cilia primaria, organelo encargado de la comunicacion de la célula con su entorno, cumple
funciones que se presume tienen un alto y fluctuante consumo energético. Lo més aceptado
es que mitocondrias ubicadas en la base de la cilia primaria abastecen su demanda energética.
Sin embargo, es cuestionable si la velocidad de difusion del ATP desde la base provee todos
los requerimientos energéticos de la cilia. Dado que una forma répida de generar ATP,
descrita en regiones distales de axones de motoneuronas de C. elegans es la glucolisis

aerdbica, en este trabajo se plantea si dicho fenémeno puede ser relevante en la cilia primaria.

Concretamente en esta tesis se propusieron dos abordajes para determinar la existencia de
glucdlisis en la cilia primaria de C. elegans. Por un lado, se planted determinar la localizacion
subcelular de la enzima fosfofructoquinasa-1 en neuronas ciliadas de C. elegans, y por otro
lado estudiar fenotipos morfolégicos de un conjunto de neuronas ciliadas, en gusanos

mutantes en el gen que codifica para la PFK-1.1 (pfk-1.1), utilizando el compuesto Dil.

Determinacion de la localizacion subcelular de la enzima PFK-1.1 en
neuronas ciliadas de C. elegans

Para abordar este objetivo, se gener6 una linea transgénica (estirpe IH42) mediante
microinyeccion de una construccion que incluye los exones e intrones del gen pfk-1.1
fusionado al reportero mScarlet bajo el promotor del gen fsp-6, (gen que se expresa en
neuronas anfidicas y fasmidicas) (pfk-1.1::mScarlet). La estirpe generada presentd expresion
homogénea de pfk-1.1::mScarlet en las dendritas y axones de las neuronas, mientras que
algunos somas presentaron expresion subcelular localizada, y otros expresion homogénea
(Figura 23). Por otro lado, para determinar la localizacién subcelular de PFK-1.1 se generd
una nueva estirpe transgénica que coexpresa la construccion de interés y una construccion
marcadora de la cilia primaria (bbs-1::gfp). En esta nueva estirpe (IH45), se pudo observar la
colocalizacion de ambas proteinas reporteras en la region de la cilia que corresponderia al

compartimento de la membrana periciliar o PCMC (Figura 24).
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El PCMC esta delimitado en su base por uniones adherentes en forma de cinturén, entre la
neurona y la célula de soporte sheath contigua, contribuyendo asi a la compartimentalizacion
o separacion de esta region con la dendrita (Blacque y Sanders, 2014). E1 PCMC se encuentra
enriquecido en proteinas asociadas a la sefializacion sensorial, actuando como reservorio de
moléculas que aun no han ingresado a la cilia (Blacque y Sanders, 2014). En dicha regioén
también se expresan genes involucrados en secrecion, endocitosis y en el transporte
intraflagelar, facilitando el rapido acceso a la cilia de las moléculas de sefializacion tras una
estimulacion sensorial (Blacque y Sanders, 2014). La composicion proteica del PCMC esta
implicada en funciones especificas que lo diferencian del resto de la dendrita, por lo tanto, la
localizacion de la PFK-1.1 alli podria ser relevante para cumplir alguna de dichas funciones.
En este sentido, dado que el PCMC esté4 involucrado en procesos endociticos y en el trafico
de proteinas hacia la cilia, una posible funcién de la glucoélisis en esta region podria estar
relacionada con la disponibilizacion rapida de ATP para abastecer esos procesos; ante un
estimulo sensorial se tienen que transportar rapidamente las proteinas hacia la membrana
ciliar. Como se menciond en la introduccion, en C. elegans se ha documentado in vivo la
formacion del metabolon glucolitico en el boton presinaptico de motoneuronas, asociado a la
transmision sindptica, y especificamente, a la endocitosis de vesiculas sinapticas. En
condiciones de estrés energético o de hipoxia, la inhibicion de la glucoélisis afecta el ciclo
vesicular sinaptico, con consecuencias en la recuperacion sinaptica y finalmente en la
locomocion del organismo (Jang et al., 2016). Si bien muchos procesos celulares dependen de
ATP, no todos son igualmente vulnerables a la disminucion de sus niveles. La endocitosis de
vesiculas sinapticas es un proceso particularmente sensible al ATP y a perturbaciones
metabolicas, en comparacion con otros procesos como la exocitosis (Rangaraju et al., 2014).
Teniendo en cuenta esto, dentro de las funciones en las que el PCMC estaria implicado, la

endocitosis podria ser un proceso que dependa de la glucdlisis.

Las proteinas endociticas del PCMC de C. elegans desempefian un papel clave en la
homeostasis de la membrana ciliar y periciliar, asi como en el transporte eficiente de
proteinas hacia la cilia. La alteracién de genes endociticos modifica el largo de la cilia y el
volumen de la membrana del organelo, la dinamica del transporte de proteinas

transmembrana ciliares y del IFT (Kaplan et al., 2012).
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Las cilias de C. elegans liberan vesiculas extracelulares (EV), desde la punta y la base ciliar.
La formacion de EVs ocurre por brotacion desde la membrana ciliar y no se han observado
cuerpos multivesiculares dentro de las cilias, lo que indica que son microvesiculas derivadas
de la membrana celular y no exosomas derivados del sistema endosomal (Wang et al., 2024).
En este contexto se podria pensar que, como la produccion de vesiculas extracelulares no
depende de la endocitosis, este proceso no seria tan vulnerable a la disminucion de ATP como
si lo seria el trafico de vesiculas hacia la cilia y desde la region intraciliar hacia la base. Por lo
tanto, la ocurrencia de glucolisis en el PCMC y eventualmente la formacion de un metabolén

podrian estar mas vinculadas a la endocitosis.
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Por otro lado, como se mencion6 anteriormente, lo mas aceptado es que existen mitocondrias
proximas a la base de la cilia que son responsables de la sintesis del ATP (Fluegge et al.,
2012; Moruzzi et al., 2022). En C. elegans estd reportado que hay mitocondrias desde la
region distal de dendritas de neuronas anfidicas, hasta la base de la cilia, pero no es claro qué
ocurre con el PCMC ya que no se enfocan en caracterizar la expresion en esa region (Renken
et al., 2024). El PCMC tiene un tamafio de ~0.5 pm? (Blacque y Sanders, 2014), y las
mitocondrias de neuronas de C. elegans tienen un largo de 1,3-2,4 um y un didmetro de
0,18-0,24 um dependiendo del tipo neuronal (Riboul et al., 2024); teniendo en cuenta estos
valores el area minima de una mitocondria seria de ~0,7um?, por lo tanto es improbable que
se ubiquen mitocondrias en el PCMC. Esto se diferencia de lo que ocurre en el knob de

neuronas olfativas de vertebrados, donde hay de 2 a 3 mitocondrias (Villar et al., 2020).

Por su parte, en el soma de algunas neuronas la expresion de PFK-1.1 fue punteada. En el
trabajo de Jang et al. (2016) describen que en normoxia, la PFK-1.1 se localizé de forma
punteada en algunos somas y de forma difusa en las neuritas. Ademads reportan que bajo
estrés energético ocurrid la relocalizacion de la PFK-1.1 a lo largo de las neuritas a un patrén
agrupado, principalmente cerca de los sitios sinapticos. Por lo tanto, en el presente trabajo, la
expresion punteada observada en somas, tanto en hipoxia como con la fosforilacion oxidativa
inhibida, podria deberse a la agregacion de la proteina por sobreexpresion y no estaria

asociado a la formacién de un metabolon.

Por ultimo, en cilias mdviles se ha descrito la ocurrencia de glucolisis. En Chlamydomonas
reinhardtii en el axonema del flagelo se han identificado la enzima glucolitica aldolasa y
todas las enzimas de la fase generadora de energia (Pazour et al., 2005). En el flagelo de
espermatozoides de mamiferos han sido descritas todas las enzimas de la glucélisis, asociadas
a la vaina fibrosa, una estructura de anclaje para las enzimas en la pieza principal del
espermatozoide (Amaral, 2022). Por su parte, en las cilias primarias de las neuronas olfativas
de mamiferos, se ha reportado la presencia de la primera enzima de la via (HXK), y dos
enzimas de la fase de recompensa (GAPDH y PYK) (Villar et al., 2017). Teniendo en cuenta
la variabilidad de los ejemplos mencionados, la no localizacion de PFK-1.1 dentro del

axonema, no implica que no pudiera ocurrir alli la fase de generacion de energia. Podria ser
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que la fase preparatoria de la glucolisis ocurriese en el PCMC y que la fructosa 1, 6-bifosfato
difunda hacia el axonema, y alli continiie su procesamiento por las enzimas de la fase de

generacion de energia.
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Evaluacion de la integridad estructural de la cilia mediante tincion con
Dil en la estirpe WT y mutante en pfk-1.1 (DCR3791)

Como un abordaje para el estudio de la integridad estructural de la cilia primaria en gusanos
silvestres y mutantes en pfk-1.1 se realizd la tincion de los animales con Dil. La no
incorporacion de dicho compuesto indica problemas en la ciliogénesis y en consecuencia el
mal funcionamiento de la cilia primaria. Los resultados obtenidos indican que no hay
fenotipos anormales en la incorporacion del Dil en el organismo mutante en el gen pfk-1.1
(Figura 25), esto sugiere que la estructura de la cilia no tiene alteraciones que comprometan

su exposicion al ambiente, en ausencia de dicha enzima funcional.

C. elegans posee dos genes paradlogos, pfk-1.1'y pfk-1.2, los cuales codifican para isoformas
de la enzima fosfofructoquinasa-1. Dentro de la informacion reportada acerca del gen pfk-1.1
es el patron de expresion, el cual se expresa en tejidos larvarios y en la linea germinal
proximal, hipodermis, neuronas, células musculares y faringe del adulto (Sternberg et al.,
2024). Por su parte, el gen pfk-1.2 ha sido reportado como necesario para la fertilidad y el
correcto desarrollo del tamafio corporal. Adicionalmente se ha descrito un enriquecimiento de

los transcritos de pfk-1.2 durante la espermatogénesis (Sternberg et al., 2024).

En este trabajo, con respecto al nimero de neuronas tefiidas por individuo, no se encontraron
diferencias entre estirpes (mutantes DCR3791 versus salvajes) (Figura 25). Dado que no se
mantuvieron constantes los pardmetros de adquisicion de las imagenes, como por ejemplo la
intensidad del laser, no se puede concluir acerca del grado de incorporacion de la tincion y

por lo tanto si ambas estirpes tienen o no incorporacion diferencial de la tincion.
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Caracterizacion fenotipica de la estirpe DCR3791

Otro resultado obtenido en este trabajo fue la determinacidon de que la estirpe mutante en
pfk-1.1 tiene un éxito reproductivo menor en relacion al de la estirpe salvaje. Particularmente
se encontrd una disminucién en la viabilidad de los huevos, 5 de cada 12 adultos produce
progenie viable (Tabla 5). Adicionalmente, frente al procedimiento de descontaminaciéon
denominado “bleaching” se exacerba el nimero de embriones inviables en la estirpe mutante;
aquellos embriones aislados por bleaching al llegar a adultos ponen huevos con una
viabilidad menor a la obtenida para la misma estirpe en condiciones normales (Tabla 6 y
Figura 27). Por otra parte, en esta misma estirpe mutante, el tiempo de desarrollo y el

nimero de huevos puestos fueron iguales al silvestre.

Como se describié en Metodologia, la estirpe DCR3791 tiene una mutaciéon de cambio de
sentido en el gen pfk-1.1, que codifica para un cambio de cisteina a tirosina en el dominio
regulatorio C-terminal de la proteina, adyacente a un sitio conservado de unidn alostérica de
fructosa 2, 6-bifosfato (UniProt Consortium, 2025). Ya que en la bibliografia no se
encontraron reportes sobre el efecto de esta mutacidon, se hipotetiza que son varios los
posibles efectos sobre la proteina; regulatorios, estructurales o estéricos. La naturaleza de
dicha mutacion, sugiere que la actividad de la enzima se podria ver afectada, ya que la
sustitucion de la cisteina por un aminodcido aromatico, podria tener un efecto estérico en la
estructura de la proteina, por ejemplo que el anillo aromatico afecte la correcta unién del
activador fructosa 2, 6-bifosfato, impidiendo la transicion de la forma inactiva al tetrdmero
activo. Otro posible efecto seria que la formacion de un puente disulfuro clave en la
estabilidad estructural de la proteina sea impedido por la sustitucion aminoacidica. Dado que
estd reportado que el gen pfk-1.1 se expresa, entre otros tejidos, en la gonada, el alelo mutante
en dicho tejido podria explicar el fenotipo de disminucion del éxito reproductivo observado
en la estripe DCR3791. De hecho, en dos trabajos de gendmica funcional en C. elegans,
emplean RNAI dirigidos a pfk-1.1 y reportan el fenotipo de muerte durante el desarrollo
embrionario (Maeda et al., 2001; Sonnichsen et al., 2005). Dentro de la génada, pfk-1.1 se
expresa en la linea germinal proximal, donde ocurre la maduracion tardia de los ovocitos
(Altun y Hall, 200 9a). En nuestros resultados, algunos de los embriones DCR3791 de los

primeros 2 dias de puesta de huevos son viables, a diferencia de la estirpe salvaje, que
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produce embriones viables durante 4 dias. Esto sugiere que el fenotipo de baja viabilidad
resulta de una afectacion de la gonada del parental y no del embrion per se, ya que si fuese
del embrion, se esperaria que el patron de viabilidad se mantuviese en todos los dias de
puesta. Adicionalmente, ya que el nimero de huevos puestos y el tiempo de desarrollo de la
estirpe DCR3791 no varian en gran medida respecto a la estirpe salvaje en condiciones
normales, se puede especular sobre qué proceso podria estar afectado en el mutante previo a
la embriogénesis. En los gusanos hermafroditas que se reproducen sdlo por autofecundacion,
el nimero de embriones es determinado por el nimero de espermatozoides almacenados en la
espermateca (las 300 primeras células germinales se diferencian en espermatozoides) (Ward
et al. 1981). Por lo tanto, al no verse afectado el nimero de embriones generados, podemos
descartar que la PFK-1.1 mutante est¢ asociada a una alteracion en la produccion de
espermatozoides. Sumado a esto, estd descrito que la expresion de la isoenzima PFK-1.2
ocurre durante la espermatogénesis (Sternberg et al., 2024), lo que explicaria la correcta

formacion de los espermatozoides en DCR3791 (silvestre para pfk-1.2).

Por otro lado, con respecto al efecto de la solucion de bleaching sobre la estirpe mutante, se
observd que los embriones aislados por bleaching (generacion P0), tienen un patrén de
viabilidad igual a la condicion sin bleaching, sin embargo dan lugar a una progenie con una
gran disminucion de su viabilidad. En cambio, cuando los embriones fueron aislados sin
bleaching, tuvieron una proporcion de viabilidad y un desarrollo normal (Figura 27 y Tabla

6).

En las primeras etapas del desarrollo embrionario, antes de que el genoma del embrion
comience a expresarse completamente, su fenotipo es determinado por el genotipo del
hermafrodita parental que deposita en el 6vulo ARN mensajero y proteinas codificadas por
sus “genes maternos” durante la ovogénesis (Bowerman, 1998). Dentro de las moléculas que
se acumulan en los ovocitos estan las enzimas de la mayoria de las vias metabolicas,
necesarias para el housekeeping de los primeros ciclos celulares del embrion (fendmeno
ampliamente reportado en humanos y ratones). En los clivajes tempranos del desarrollo, el
piruvato es el sustrato preferido, mientras que luego del estadio de 8 células, momento en el

que aumentan los requerimientos energéticos para el desarrollo del embridn, el sustrato
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preferido pasa a ser la glucosa (El Mouatassim et al., 1999). En C. elegans, predomina el
ciclo del acido citrico en etapas tempranas y tardias del desarrollo, mientras que la glucdlisis
aerdbica parece no ser utilizada en las etapas tempranas previas a la gastrulacion (Hada et al.,
2019). En el desarrollo embrionario de D. melanogaster aumenta la expresion de genes
glucoliticos a mitad de la embriogénesis, y se atenta la actividad mitocondrial (Tennessen et
al., 2014). Lo reportado para distintos linajes eucariotas, parece indicar que las transiciones
metabolicas secuenciales y el uso eficiente de las reservas de nutrientes para sostener el
desarrollo embrionario es conservado desde la mosca hasta humanos. Por lo tanto, si bien es
poca la informacién que hay sobre el metabolismo embrionario de C. elegans, se puede

asumir que sigue los patrones observados en otros organismos.

Una posible explicacion de los resultados obtenidos podria ser que la estirpe DCR3791 al
expresar el alelo mutante de pfk-1./ dé lugar a una fracciéon de proteinas que forme el
tetramero funcional y una fraccion que no. Por lo tanto, en condiciones Optimas, se observa
que una fraccion reducida de los huevos es viable; estos serian aquellos que tienen cantidad
suficiente de la enzima funcional PFK-1.1 materna para avanzar en la etapa del desarrollo
embrionario que requiere de glucdlisis. Sin embargo, en condiciones de estrés como es la
exposicion a bleaching, se pueden generar respuestas celulares adaptativas, de estrés al dafio
oxidativo y al ambiente hiperosmotico y cuando estos procesos ocurren durante el desarrollo
temprano pueden tener efectos a largo plazo en la vida del organismo. Por lo tanto, en el
escenario de que la PFK-1.1 mutante sea inestable en condiciones normales, una condicion de
estrés podria tener un impacto en la estabilidad de la interaccion del activador con su sitio de
union en la PFK-1.1 mutante, y aumentar la proporcion de proteina en estado inactivo, ya que
la fructosa 2, 6-bifosfato es necesaria para estabilizar la forma activa y aumentar la afinidad
por el sustrato. En este contexto, durante la maduracién de los ovocitos se incorporaria la
enzima glucolitica PFK-1.1 mutante materna inactiva y luego de la fecundacion y tras el
desarrollo temprano de los embriones, estos se arrestan en la etapa en que el metabolismo
depende principalmente de la glucoélisis. Siguiendo esta logica, otra condicion de estrés que
podria impedir alcanzar la conformacion activa de PFK-1.1 mutante en condiciones normales
de crecimiento, serian los productos generados por el envejecimiento de la gonada. Durante
la maduracion de los primeros ovocitos (primeros dos dias de puesta), el entorno celular de la

gonada seria propicio para que PFK-1.1 mutante alcance su conformacion activa. Sin
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embargo, en la medida en que en la géonada se acumulen productos (con el envejecimiento)
que cambien el medio extracelular, podria tener consecuencias en los ovocitos y que se altere

su produccion de PFK-1.1.

En linea con lo anterior, el hecho de que los embriones expuestos al bleaching no mueran y si
haya un impacto en la viabilidad de la siguiente generacion, podria deberse a que esos
embriones presentan PFK-1.1 materna en su conformacioén tetramérica activa, y completan su
desarrollo embrionario con estas reservas. Una vez que comienzan a expresar su genoma,
luego de ser expuestos a bleaching, aumenta la probabilidad de que PFK-1.1 se encuentre en

su forma inactiva.
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Conclusiones y perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran la localizacion subcelular de PFK-1.1 en la
cilia de neuronas, particularmente dentro del subcompartimento de la membrana periciliar.
Por otro lado, con respecto a la estructura y funcionalidad de la cilia primaria en la estirpe
mutante en el gen pfk-1.1 (estirpe DCR3791), concluimos que el alelo mutante no afecta la
capacidad de la cilia de incorporar la tincion con el compuesto Dil y esto sugiere que la
estructura de la cilia no tiene alteraciones que comprometan su exposicion al ambiente. Sin
embargo, los resultados sugieren que el alelo mutante de pfk-1./ tiene un impacto en el
organismo que se evidencia con el fenotipo de disminucion en el éxito reproductivo de la

estirpe DCR3791.

Es una perspectiva de este trabajo generar una linea transgénica que exprese
pfk-1.1::mScarlet bajo el mismo promotor que el reportero de cilia, para que la expresion
coincida en las mismas neuronas y asi sea posible observar mas eventos de colocalizacion por
individuo estudiado. Para confirmar que la glucolisis ocurre dentro del PCMC, ademas de
inferir por la morfologia de la region, se puede generar una estirpe marcadora del
subcompartimento ciliar en lugar de usar un marcador de toda la cilia, empleando proteinas
endociticas o de secrecidon que se encuentran enriquecidas alli; y evaluar en esta zona la

expresion de PFK-1.1.

Adicionalmente, es importante describir la localizacion subcelular de la PFK-1.1 en
condicion de normoxia. Una manera de generar un ambiente con disponibilidad de oxigeno
durante la adquisicion de imagenes, es utilizar placas con fondo de vidrio, y depositar el
gusano dentro de una gota de agarosa, evaluando la disponibilidad de oxigeno con el
indicador redox resazurina (compuesto que emite fluorescencia bajo luz amarilla-verde al ser
reducido) (O'brien et al., 2000). Para mantener la disponibilidad de O, durante la adquisicion
de imagenes también se pueden usar chips de microfluidica, que permiten controlar factores
ambientales e inmovilizar los gusanos sin usar agentes quimicos. Otra condicioén relevante
para estudiar la localizacion de PFK-1.1 usando microchips, es estimular las cilias con

seflales sensoriales, regulando la concentracion del odorante empleado. Esto permitiria
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evaluar si, en condiciones de gran actividad ciliar, existe una variacion en el patréon de

expresion de la enzima.

Otra alternativa para determinar si hay glucdlisis en la cilia, seria utilizar microscopia de dos
fotones. Esta técnica es comunmente empleada para estudiar el metabolismo celular in vivo.
En este caso, se puede medir la autofluorescencia del NADH, cuyo tiempo de vida media
varia segin si esta unido a enzimas o libre. Esto se evaltia con la técnica Phasor FLIM
(Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy), que permite determinar la proporcion relativa
entre NADH libre y unido. Un alto indice de NADH libre/unido caracteriza un fenotipo

glucolitico y condiciones reductoras (Stringari et al., 2012).

Para investigar si la glucoélisis es necesaria en el trafico de vesiculas en la cilia primaria, se
podria estudiar si la estirpe DCR3791 tiene afectada la dindmica del PCMC. Para ello, se
podrian cruzar la estirpe DCR3791 con una estirpe con reportero de cilia (por ejemplo
bbs-1::gfp), y estudiar mediante microscopia confocal la estructura de las cilias fasmidicas
(cilias con estructura single rod y disposicion facilmente distinguible) y compararla con la
estirpe silvestre. Un fenotipo que evidencia si el proceso de endocitosis en el PCMC esta
afectado, es la expansion de la membrana (Kaplan et al., 2012). Esta aproximacion serviria
como un primer paso para determinar si existe un vinculo entre la endocitosis y la glucolisis

en el PCMC y también para continuar la descripcion estructural de la cilia en mutantes en

pfk-1.1.

Para evaluar si en la proximidad o dentro del PCMC existen mitocondrias, se podria utilizar
un marcador de mitocondrias (como la tinta fluorescente MitoTracker) y estudiarlo en la

estirpe que expresa el marcador de cilia bbs-1::gfp.

Para investigar la eventual formacién de un metabolon glucolitico en el PCMC, se analizara
otras enzimas glucoliticas. Es esencial emplear técnicas de microscopia que permitan resolver
estos condensados con el minimo fotodafio y fotoblanqueo, y que permitan el seguimiento
temporal de los procesos, por ejemplo light-sheet microscopy (Olarte et al., 2018). Esta
técnica también podria ser til para caracterizar la endocitosis en el PCMC en los mutantes en
pfk-1.1, siguiendo en time-lapse la dindmica de proteinas asociadas a vesiculas. Un ejemplo

es RAB-5, cuya dindmica ya ha sido descrita, proteina que emerge del PCMC y se transporta
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a lo largo de las dendritas hacia el soma, reflejando el transporte de endomembranas en C.

elegans (Kaplan et al., 2012).

Por ultimo, para confirmar que el fenotipo de menor éxito reproductivo del mutante
DCR3791 es causado por la mutacion de interés, es necesario hacer el rescate del fenotipo
silvestre en la estirpe mutante. Para ello, se inyectard en la estirpe mutante una construccion
con pfk-1.1 salvaje junto a una construccion que codifique un marcador de seleccion. Si los
organismos que incorporen las construcciones, recuperan la viabilidad de su progenie a

niveles silvestre, se confirma que el fenotipo observado se debe al gen de interés.
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