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Tesis de Grado Ailin Lacour Resumen

RESUMEN

Ao largo de la historia, las ciencias biolégicas se han valido de la utilizacion de distintos organismos
vertebrados e invertebrados para identificar mecanismos y procesos fundamentales, muchos de los
cuales terminaron teniendo una gran implicancia biomédica. Uno de los modelos invertebrados mas
utilizados en los ultimos 35 afios es el nematodo de vida libre Caenorhabditis elegans. Este pequefio
gusano (1 mm de longitud en estadio adulto), ha sido encontrado en diversas regiones del planeta y
presenta varias ventajas para realizar estudios biol6gicos. Por ejemplo, C. elegans se puede cultivar
facilmente en el laboratorio utilizando bacterias como fuente de alimento, tiene un ciclo de vida corto
(3-4 dias), produce ~300 larvas por generacién y puede ser almacenado a -80°C indefinidamente(1). A
demaés, tiene un cuerpo transparente que permite la observacion directa de sus érganos internos por
Nomarsky y la visualizacion de células especificas y procesos fisiolégicos in vivo utilizando reporteros
fluorescentes (2). El genoma de C. elegans fue el primero en ser completamente secuenciado (3). La
disponibilidad de herramientas genéticas y experimentales han permitido importantes logros, tales como
el mapeo del linaje celular de las 959 células somaéticas del hermafrodita (4; 5) y un diagrama completo
de cada una de las conexiones del sistema nervioso (6; 7). A su vez, estudios en este organismo han
contribuido al entendimiento de procesos cruciales altamente conservados tales como la interferencia
por ARN (8), el fendémeno de apoptosis (9), las vias de la insulina (10), las bases moleculares del
envejecimiento (11), la fisiologia del estrés (12), por citar algunos.

Mas alla de la indiscutible relevancia de la utilizacion de este nematodo en ciencias biologicas y
biomédicas, es necesario remarcar que la mayor parte de estos descubrimientos han procedido del uso
de una Unica cepa adaptada al laboratorio desde 1963, proveniente de Bristol, Inglaterra, conocida como
N2 (13). Dado que sélo se ha estudiado extensamente un Unico fondo genético, tenemos mucho mas que
aprender utilizando la diversidad natural de esta especie (14; 15). Con el advenimiento de las técnicas
de secuenciacion a principios de este siglo, se revel6 que cepas de C. elegans aisladas en otras regiones
del mundo (en particular la cepa CB4856, aislada en Hawai) poseen un gran nimero de polimorfismos
de nucle6tido Unico (SNP por Single Nucleotide Polimorphism) en relacién a la cepa estandar de
laboratorio N2 (16; 17; 18; 19; 20; 21). La comparacién de los SNPs entre estas cepas ha facilitado de
manera decisiva el mapeo de genes involucrados en diversos procesos biologicos (22; 23). A su vez, en
los Gltimos afios el analisis de cepas salvajes ha permitido el estudio de procesos moleculares que
subyacen a distintos fenotipos que son dificiles de observar en la cepa estandar de laboratorio N2. Esto
demuestra la importancia de conocer y estudiar nuevas cepas silvestres (13). Con este objetivo, nos
propusimos la recoleccion, identificacion, y caracterizacion de una cepa de C. elegans Argentina. Al dia
de hoy, sélo el 1,2% de todos los C. elegans aislados en el mundo corresponden a cepas silvestres
sudamericanas 'y, mas aun, ninguna de estas cepas fue aisladas en nuestro pais
(https://www.elegansvariation.org/strain/global-strain-map).

En nuestro trabajo aislamos distintas especies de nematodos a partir de muestras de suelo de la region.
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En una primera instancia, acotamos el nimero de individuos recolectados observando y comparando
caracteristicas tipicas del nematodo elegans. Estas incluyen el tamafio, estrategia de reproduccion,
movimiento, morfologia faringea y velocidad de crecimiento. Ademas, agregamos informacion
molecular realizando, en aquella cepa que paso el primer filtro de seleccidn, un analisis por PCR para
identificar amplicones especificos de C. elegans. Finalmente, confirmamos mediante cruzas genéticas
el aislamiento de una cepa de C. elegans argentina a la que denominamos OAR137. Continuamos
la investigacion realizando una primera caracterizacion fenotipica base de la cepa. Hemos encontrado
diferencias significativas en varios parametros de locomocién, desarrollo, y resistencia a estrés oxidativo
entre la cepa salvaje aislada por nosotros y la cepa de laboratorio N2. En primer lugar, la velocidad de
movimiento en liquido de la cepa aislada en Argentina (OAR137) es significativamente mayor que la
cepa de laboratorio N2. Este resultado, sumado a que la cepa OAR137 es més resistente a la accion
paralizante del agonista nicotinico levamisol, sugiere diferencias importantes en la transmision
neuromuscular de ambas cepas. Ademas de las diferencias motoras, encontramos que los individuos de
OARL137 presentan un modelo poblacional de aglutinacion, con agregacion social de animales (en
comparacion al patron solitario y disperso caracteristico de N2) y que dejan un menor nimero de
descendencia. Al mismo tiempo, encontramos que la cepa salvaje OAR137 es mas resistentes al estrés
oxidativo en relacion a la cepa de laboratorio N2. Esto Gltimo puede estar sugiriendo la existencia en la
naturaleza de una compensacion o “trade-off” entre la reproduccién y la resistencia a estresantes.
Este trabajo de tesis constituye el primer paso para identificar las bases moleculares de las diferencias
fenotipicas observadas en la locomocion y, a su vez, para explorar otros fenotipos diferenciales con
respecto a la cepa estandar de laboratorio. Para ello, ya hemos enviado a secuenciar el genoma de nuestra
cepa, con el objetivo (que excede los alcances de este trabajo de tesis) de identificar los genes
involucrados en las diferencias observadas. A su vez, con nuestra identificacién de la primera cepa
argentina de C. elegans contribuimos al esfuerzo global destinado a explotar la variabilidad natural de
esta especie en el entendimiento de procesos bioldgicos fundamentales. Dada la conservacion de estos
procesos en todo el reino animal, este estudio podria aportar a la comprension universal de diversos

mecanismos, tales como la transmisién neuromuscular.
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INTRODUCCION

Caracteristicas generales del modelo.

En la segunda mitad del siglo XX, Sydney Brenner introdujo al nematodo de vida libre
Caenorhabditis elegans como modelo invertebrado para realizar estudios en biologia del desarrollo. Hoy
en dia, C. elegans se ha vuelto para la comunidad cientifica un sistema de experimentacion estandar,
apropiado para la investigacion de una gran diversidad de fendmenos bioldgicos involucrados en el &rea
de la gendmica, biologia celular, metabolismo, neurociencia y desarrollo (2). Su simple ciclo de vida, la
facilidad de cultivarlo en el laboratorio, su genoma compacto, entre otras caracteristicas ventajosas, lo
vuelven una herramienta poderosa para avanzar en la comprension de preguntas de interés cientifico.

Caenorhabditis elegans se encuentra habitando los suelos de diversas regiones del mundo, donde se
alimenta a base de microorganismos, en su gran mayoria, bacterias (24; 25). Las larvas recién nacidas,
en su estadio L1, miden alrededor de 0,25 milimetros de largo y llegan a =1 milimetro en el estadio
adulto, razén por la cual exige el uso de lupas de diseccion, 0 microscopios compuestos para poder
visualizarlos (por lo general admiten un aumento de hasta 100X o 1000X respectivamente) (2). Su
transparencia corporal permite distinguir facilmente los 6rganos, células individuales y detalles
subcelulares de C. elegans. A su vez, el empleo de marcadores fluorescentes permite identificar
estructuras y patrones de expresion de genes, asi como estudiar procesos bioldgicos dinamicos in vivo,
ya sean fendmenos del desarrollo o del crecimiento celular, asi como la caracterizacidn de interacciones
de proteinas o actividad neuronal in vivo (26; 27; 28). Estas caracteristicas, sumada a la gran
disponibilidad de técnicas de modificacidn genética para este organismo, lo convierten en un modelo
excelente para estudios bioldgicos (29; 30).

C. elegans tiene un modo de reproduccién muy particular conocido como androdioecia. En la
naturaleza conviven dos sexos: hermafroditas autofecundantes (XX) y machos (XO), en lugar de
hembras y machos como es de esperar en la mayoria de los grupos animales. En poblaciones mantenidas
bajo condiciones de laboratorio, la generacion de machos es muy rara (0.1%), ya que surgen durante la
autofertilizacion s6lo como el resultado de la pérdida del cromosoma X en la gametogénesis
hermafrodita, que es de por si un evento poco frecuente. Sin embargo, por medio de la reproduccion
sexual el porcentaje de machos aumenta hasta un 50% (2; 31). En su desarrollo, el individuo
hermafrodita se caracteriza por formar, en primer lugar, una linea germinal masculina que da lugar a una
cantidad limitada de espermatozoides =300, y luego, el desarrollo de un mayor nimero de ovocitos. Dado
que estos Ultimos suelen ser fecundados con un 100% de eficacia, el nimero promedio de autoprogenie
de estos individuos es de =300 (13). Otro aspecto a resaltar en relacion a los dos sexos de la especie, es
que estos no pueden distinguirse facilmente hasta el estadio de larva L4 en la que los hermafroditas
poseen una cola ahusada y la vulva en desarrollo (medialuna o semicirculo blanco refringente en posicion
medio-ventral) y los machos una cola més ancha en punta de flecha (32; 33; 31) (Figura 1). La
autofertilizacion hermafrodita permite mantener lineas genéticamente idénticas a partir
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Introduccion

de un individuo. Ademas, confiere una gran ventaja para estudios neurobioldgicos, dado que mutantes

con severos defectos en el sistema nervioso, generalmente asociados a movilidad extremadamente

reducida, son capaces de dejar descendencia. Esto no ocurre en ninguno de los modelos animales

disponibles dado que necesitan el movimiento para aparearse y dejar descendencia.

A ‘ B

Gonad
(containing
sperm)

Tail
100um _J00um_

Figura 1. Detalles anatomicos comparativos entre machos (A) y hermafroditas (B) de

la especie Caenorhabditis elegans.

Adaptada de Wormatlas

(https://www.wormatlas.org/male/introduction/mainframe.htm)

C. elegans se distingue por presentar un ciclo de vida corto (3,5 dias a 20° C desde el huevo hasta el

adulto) (13) (Figura 2). Sin embargo, es importante considerar el entorno fisico y bi6tico en el que se

desarrolla, ya que afecta profundamente a su fisiologia y comportamiento, influyendo en Gltima instancia

en el ciclo de vida (25). En condiciones ideales, con abundancia de comida y baja densidad poblacional,

el ciclo completo transcurre directamente a partir de un embrién, a través de cuatro estadios larvarios

atravesados por mudas (L1-L4), a un adulto. Los hermafroditas fértiles comienzan a producir progenie,

y pueden vivir varias semanas mas antes de morir de senescencia. En contraposicion a lo
Adult

Figura 2. Ciclo de vida tipico de C. elegans. Los ovocitos
pueden ser fecundados por el esperma propio del hermafrodita
0 a partir del esperma obtenido de los machos mediante el
apareamiento sexual. Las larvas dauer son mas delgadas que
todos los demas estadios larvarios. Las fotografias se tomaron
en placas de Petri (nGtese el césped bacteriano en todas las
imagenes, excepto en las de dauer) Reproducida a partir de (2)

descripto, bajo condiciones estresantes,
las larvas L2 activan un ciclo de vida
alternativo y mudan a una fase de
diapausa migratoria conocida como larva
"dauer" (del aleman "duradera”). Las
sefiales ambientales censadas para
ingresar a esta fase opcional incluyen la
densidad poblacional, la disponibilidad
de alimentos y la temperatura (34; 2).
Dado que la cuticula altamente resistente
de este estadio rodea completamente al
animal (involucrando la abertura bucal),
el nematodo no puede alimentarse y
como consecuencia detiene su desarrollo.
Este estadio dauer puede durar, al menos

en el laboratorio, hasta 4-6 meses, a la

espera de mejores condiciones ambientales. Esta plasticidad en su desarrollo es clave en la dispersion

de la especie (14; 15).
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En lo que respecta al plan corporal de un adulto de C. elegans, este es anatomicamente simple con
alrededor de 1000 células somaticas, y un namero fijo de 302 neuronas (35; 36) (Figura 3). Gracias al
namero invariable de células somaticas, investigadores lograron rastrear in vivo el destino de cada célula
entre la fertilizacion y el estadio adulto y generar con esta informacion un linaje celular completo (2).
Una ventaja de este hecho, sumado al conocimiento actual tan amplio de la neuroanatomia de C. elegans,
es la facil identificacion, mediante pruebas genéticas, de las mutaciones que dan lugar a defectos del
desarrollo y del comportamiento. Las mutaciones se pueden favorecer con la aplicacion de una gran
variedad de mutagenos, y gracias a la presencia del hermafroditismo en la especie, se segregan
directamente como clones homocigotos sin tener que configurar retrocruces (6).

Otro punto importante que posiciona a C. elegans como un organismo excelente con el que estudiar
la biologia general de los metazoos, es la gran similitud entre sus procesos celulares y moleculares
béasicos con el de otros animales, incluidos los mamiferos (26). Se conoce, que al menos el 38% de los
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Figura 3. Diagrama anatomico lateral (izquierdo) de un hermafroditaen ~ 40% de los genes que se sabe
estadio adulto de C. elegans. Reproducida a partir de (88)

gue estdn asociados con
enfermedades humanas tienen ort6logos claros en el genoma de C. elegans (38). Por lo tanto, muchos
descubrimientos en esta especie tienen relevancia para el estudio de la salud humana y enfermedad. Sin
embargo, y sorprendentemente, la mayor parte de estos descubrimientos han procedido del uso de una
Unica cepa adaptada al laboratorio desde 1963, proveniente de Bristol, Inglaterra, conocida como N2

(13). Dado que sélo se ha estudiado extensamente un unico fondo genético, tenemos mucho mas que

aprender utilizando la diversidad natural presente en esta especie (14; 15).

Adaptacion al laboratorio.

Los organismos modelo son de gran importancia para comprender la biologia béasica y hacer avances
en investigacion biomédica. Sin embargo, existe un gran contraste entre un amplio conocimiento de C.
elegans como un sistema experimental, y un gran desconocimiento acerca de su medio ambiente natural,
a pesar de que este nematodo se ha catalogado como un organismo clave para la investigacion bioldgica
(39). La influencia del cultivo en el laboratorio es, y no solo en lo que respecta a este modelo animal,
subestimada, particularmente en relacion a como el entorno artificial puede afectar el resultado de la
investigacion. Este evento esta muy bien documentado en la fijacién de alelos derivados de laboratorio

para los genes npr-1, glb-5y nath-10 (13). Como consecuencia del descuido de la ecologia natural de
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la especie, la cepa estandar N2 usada en la mayoria de los laboratorios es distinta a todas las cepas
silvestres de C. elegans (13; 40; 41). Desde su introduccion a la comunidad cientifica por Sydney
Brenner en 1974, N2 se extendié masivamente por todo el mundo utilizdndose en muchos laboratorios,
y se convirtio asi en la cepa canonica de tipo salvaje. Sin embargo, antes de su preservacion criogénica,
se propagd durante muchas generaciones dando lugar a la acumulacion y seleccion de mutaciones
aleatorias. No se conoce con qué frecuencia fue transferida a nuevos cultivos durante estos afios, pero si
se sabe que fue sometida a 300-2000 generaciones desde 1951 hasta 1969. Dada una tasa de mutacién
de la linea germinal de 2,7x10° mutaciones por sitio por generacion, se pueden haber acumulado hasta
mil mutaciones neutrales antes de la conservacion criogénica, ademéas de las mutaciones adicionales
originadas en cada laboratorio luego de su dispersion masiva (13). Se conoce que estas diferencias
genéticas afectan de manera pleiotropica a varios rasgos de la especie tales como el comportamiento, la
susceptibilidad a los patogenos, el tamafio corporal, la reproduccién, y la entrada en la fase dauer (14).
El desinterés inicial en la ecologia y evolucion de C. elegans esta directamente relacionado con el hecho
de que maés del 40% de los genes de esta especie aun no tienen una anotacion funcional, e incluso mas
del 60% no presentan un fenotipo descripto (25). Mas aln, es posible que muchos de estos genes
enigmaticos tengan funciones que solo pueden hacerse evidentes en una situacién natural (42; 39). En
este sentido, la inspeccidn de la historia natural de C. elegans contribuye al avance de la investigacién
biolégica en dos aspectos claves. En primer lugar, el aislamiento de cepas silvestres permite identificar
la funcién de varios genes cuyo fenotipo mutante es desconocido (43; 44). En segundo lugar, el mejor
conocimiento de su habitat salvaje proporciona nuevos parametros ambientales para probar mutantes de
genes de interés (14).

Afortunadamente, a pesar del descuido de estos primeros afios en el uso de la cepa, y conociendo que
todo organismo evoluciona en respuesta a su entorno natural, en la actualidad cada vez son mas las
investigaciones y los esfuerzos dedicados a ampliar el estudio del desarrollo y la biologia de C. elegans
aislados de la naturaleza (14; 25). Al profundizar en el conocimiento de la historia natural de C. elegans,

se establece un contexto mas amplio y se mejoran las herramientas para estudiar su biologia.
Presiones selectivas: la naturaleza frente al laboratorio.

El nematodo C. elegans puede mantenerse facilmente en el laboratorio empleando, para este fin,
placas de agar o cultivos liquidos suplementados con la cepa bacteriana Escherichia coli OP50 como
fuente de alimentacion (15). Sin embargo, el cultivo en laboratorio proporciona condiciones ambientales
casi constantes y muy distintas al ambiente previo en que estos habitaban. Por citar un ejemplo, el uso
estandar de la cepa E. coli como alimento deriva del hecho de que, como organismo modelo, se
encontraba disponible en muchos laboratorios, y no porque esta bacteria estuviera originalmente
asociada a C. elegans salvajes (14). Ademas, hay que tener en cuenta el sustrato en el que se cultivan
los animales, ya que las placas de agar ofrecen un soporte bidimensional, mientras que la fruta en

descomposicidn, caracteristica de su habitat natural, constituye un entorno tridimensional. Por otro lado,
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cuando los animales se extraen de la naturaleza y se transportan al laboratorio, los investigadores de
manera no intencional imponen nuevas presiones que, en Ultima instancia, pueden cambiar la genética
del organismo. Esta propagacion dirigida por los investigadores da lugar a una evolucién mediante
seleccion artificial, que inevitablemente afecta a las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de los
organismos modelo, incluido C. elegans (13).

Ademas de la tipica seleccion artificial en el laboratorio, C. elegans cuenta con las mutaciones
acumuladas durante varios afios antes de su criopreservacion. Si bien éstas podrian no haber conferido
ninguna ventaja selectiva, se sabe bien que su propagacién en el laboratorio condujo a la fijacion de
varios alelos que confieren una fuerte ventaja en estas condiciones (13; 45). Las cepas de todo organismo
modelo son ejemplos de una domesticacion inusual en los que la endogamia generada por sus cultivos
artificiales da como resultado una uniformidad fenotipica muy alejada de la situacion caracteristica de
las cepas silvestres de esas mismas especies. Por dar un ejemplo, las respuestas olfativas de las cepas de
laboratorio de Drosophila difieren de las estudiadas en cepas silvestres recién capturadas (40). El
genotipo N2 de C. elegans no es una excepcion. Varios estudios demuestran que esta cepa presenta un
mayor “fitness” en condiciones de laboratorio que las cepas silvestres aisladas de la naturaleza,
presentado diferencias fenotipicas en aspectos como el comportamiento de agregacion, el tiempo de
maduracion, la fecundidad, el tamafio corporal, entre otros (40; 45). Una diferencia sorprendente entre
N2 y la mayoria de los aislamientos silvestres esta relacionada con la busqueda de alimento. N2 se
alimenta solo, mientras que la mayoria de las cepas salvajes se alimentan en grupos (Figura 4) (40; 13).
En este sentido, la concentracion de oxigeno atmosférico en las placas de agar es uno de los principales
determinantes de estas diferencias comportamentales observadas (46). Se sabe que las placas presentan
un nivel de oxigeno mucho mayor que los preferidos por las cepas silvestres, volviéndose una fuerte
presion de seleccion sobre el organismo, afectando al crecimiento y a la fisiologia del animal (Figura 4).
Segun Sterken (2015), los efectos dependientes del oxigeno son tan relevantes en C. elegans que “dos
de cada tres alelos derivados del laboratorio estan asociados con comportamientos alterados a mayores

concentraciones de oxigeno” (13).
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Figura 4. Efectos de la concentracion de oxigeno en las placas de cultivo sobre cepas de C. elegans salvajes
(diagrama de la izquierda) y la cepa candnica N2 (diagrama de la derecha). Obsérvese el patrén poblacional
agrupado de la cepa salvaje vs el patrén solitario y disperso de N2. Las cepas silvestres de C. elegans
prefieren, en cultivos artificiales, concentraciones de oxigeno inferiores a los niveles ambientales,
manifestado por su desplazamiento al borde de la bacteria (naranja, diagrama central). Este hecho se suma
a la agregacion tipica de estas cepas, lo que disminuye ain mas la concentracion local de oxigeno. La cepa
N2 es menos sensible a las concentraciones de oxigeno y no se agrega a los bordes del césped bacteriano.
Reproducida a partir de (13)

Otra caracteristica diferencial entre cepas de este nematodo, es un dimorfismo fenotipico en el que

los machos de varias cepas aisladas directamente de la naturaleza depositan en los hermafroditas un
tapon copulatorio tras el apareamiento. Por el contrario, los hermafroditas cruzados con machos de la
cepa estandar de tipo salvaje (N2 Bristol) carecen de esta masa gelatinosa sobre la vulva (39; 47). Es
remarcable que, en contraposicion al comportamiento dependiente de oxigeno, este fenotipo diferencial
no se debe a una adaptacion en el laboratorio, dado que algunas cepas silvestres carecen de este tapon
(47).
Las investigaciones en un entorno artificial y el andlisis de la cepa canonica de C. elegans N2, que
muestra numerosas adaptaciones a las condiciones del laboratorio, pueden dar lugar a conclusiones
alejadas de la situacion real. El entorno bidtico es de particular importancia en este contexto, ya que las
interacciones son a menudo un motor importante de cambio evolutivo, especialmente aquellas que
involucran a los organismos parasitos y patdgenos. Por definicidn, los parasitos y patégenos reducen el
fitness de su hospedador (en este caso C. elegans), imponiendo continuamente una alta presion de
seleccion. En consecuencia, estos tipos de interacciones bioticas son probablemente un determinante
clave en la configuracion de la historia de vida y las caracteristicas subyacentes del genoma de cualquier
organismo, incluido C. elegans (25).

En resumen, a pesar del intenso trabajo de laboratorio sobre C. elegans, muchas caracteristicas
importantes de esta especie en la naturaleza siguen siendo un misterio. En los tltimos 10-15 afios varios
cientificos decidieron dedicar sus investigaciones al estudio de C. elegans aislados de la naturaleza con
el propdsito final de volverlo un organismo modelo apto para estudios evolutivos y ecolégicos (14).
Afortunadamente el centro Caenorhabditis elegans Natural Diversity Resource (CeNDR) reune estos
esfuerzos para facilitar el estudio de la diversidad natural de C. elegans. En esta organizacion se
proponen como objetivos principales aceptar, organizar y distribuir cepas salvajes de C. elegans a los
grupos de investigacion interesados en trabajar con ellos; secuenciar los genomas completos de las cepas
silvestres de C. elegans que los investigadores le proporcionen, brindar los datos de las secuencias

alineadas y facilitar el descubrimiento de la variacion genética en toda la especie; realizar mapeos de
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asociacion de todo el genoma para correlacionar el genotipo con el fenotipo e identificar la variacién

genética subyacente a los rasgos cuantitativos (https://www.elegansvariation.org/).

Aislamientos de C. elegans silvestres.

El nematodo de vida libre C. elegans se encuentra disperso por todo el mundo, y es particularmente
abundante en ambientes con presencia de microorganismos, mayormente en zonas con materia organica
en descomposicion. Rara vez se lo ha encontrado en muestras de suelo puro. Parece, ademas, tener una
preferencia por el clima templado himedo (14). En este entorno es parte de una compleja red de
interacciones microbianas que actian como fuente de alimento, microbioma intestinal, parasitos y
patégenos, y posiblemente competidores en estos nichos alimentarios semejantes. Las cepas silvestres
se han aislado con éxito en materia organica en descomposicion, e incluso de organismos "portadores",
como caracoles o is6podos terrestres que facilitan su dispersion a nuevos habitats (13). El
aislamiento de Caenorhabditis y otros nematodos de la naturaleza requiere en una primera instancia de
un muestreo a campo. En este sentido, cabe destacar que, a causa de su pequefio tamafio, los nematodos
como C. elegans no pueden verse directamente durante la recoleccién, que entonces debe realizarse a
ciegas. La forma mas facil y eficaz de recuperarlos de cualquier sustrato es colocar la muestra en una
placa de cultivo estandar de C. elegans, quienes, debido a sus habitos bacteri6fagos, se arrastran fuera
de la muestra hacia el césped bacteriano. Junto a esta caracteristica, su movimiento rapido permite el
aislamiento en cuestién de minutos u horas. La principal ventaja de este método de placas de agar es que
permite recuperar todos los estadios de desarrollo de forma mas o menos cuantitativa, excepto los

estadios embrionarios, que s6lo pueden recuperarse después de la eclosion (16).

Confirmacién de la especie.

Una buena manera de comenzar con la identificacion del género y posiblemente la especie de este
nematodo es comparando observaciones, principalmente de las partes bucales y de los 6rganos sexuales,
con dibujos o fotografias publicadas o con cultivos ya identificados (16).

Una confirmacion a la identificacion morfolégica de los nematodos se basa en el analisis de las
secuencias moleculares disponibles en las bases de datos, principalmente las secuencias de ADNr 18S,
28S e ITS rDNA. El ADNr 18S es util a un nivel taxonémico amplio, mientras que las secuencias ITS
son generalmente Gtiles para distinguir cepas coespecificas o especies estrechamente relacionadas (48).
A su vez, para discriminar entre las especies de Caenorhabditis mas cercanas filogenéticamente (en
especial las especies hermafroditas C. elegans, C. briggsae y C. remanei), se puede realizar una PCR
utilizando oligonucledétidos especificos para cada una de ellas. Wormbook brinda informacion de 3 pares
de cebadores de PCR para el gen glp-1 que amplifican diferentes tamarios de fragmentos en C. elegans,
C. briggsae y C. remanei (16).

En un Gltimo paso de confirmacion, la identidad de la especie puede determinarse por la generacion
de progenie fértil a partir de cruzas de la cepa de laboratorio con la cepa incognita. Para ello, se realizan
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cruzas entre hermafroditas virgenes (estadio L4 de la especie) de la cepa de interés, con machos de la
cepa de laboratorio identificada, o viceversa (16). En las especies hermafroditas, los cruces exitosos
pueden puntuarse por la aparicion de una elevada proporcién de progenie masculina en la F1. También
se pueden determinar por un método mas refinado, utilizando machos de cepas de laboratorio que
expresen marcadores dominantes (por ejemplo, GFP). En este caso, la progenie cruzada se identifica por
la presencia del marcador. Es importante mencionar que en muchas ocasiones los cruces entre especies
relacionadas (como lo son C. remanei y C. briggsae) pueden dar lugar a progenie F1, pero la mayoria
de los huevos que se ponen en estos cruces nunca eclosionan (16; 49). La presencia de F2, en cambio,
es indicativa de que la cepa silvestre corresponde a la especie elegans.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

A pesar del incremento en el estudio de cepas silvestres de C. elegans en los ultimos 10 afios, al dia
de hay, sélo el 1,2% de todos los C. elegans aislados en el mundo corresponden a cepas silvestres
sudamericanas 'y, mA&s aun, ninguna de estas cepas fue aislada en nuestro pais
(https://www.elegansvariation.org/strain/global-strain-map).

Por lo tanto, en el presente trabajo de investigacion se plantea como objetivo general el aislamiento y
caracterizacion fenotipica de las primeras cepas de C. elegans argentinas.

Objetivo especifico 1: Aislamiento de cepas de C. elegans

Se plantea utilizar materia vegetal en descomposicion con el objetivo de aislar cepas silvestres de
C. elegans. Ademas, para confirmar la pertenencia de los nematodos aislados a esta especie se
propone:

« Analizar los caracteres morfoldgicos generales de los nematodos encontrados en el suelo y
comparar los mismos con las cepas de C. elegans del laboratorio.

»  Realizar cruzas con la cepa estandar de laboratorio (N2, aislado en Bristol, Inglaterra) y analizar
la viabilidad y la fertilidad de la descendencia para confirmar que los nematodos aislados pertenecen a

la especie C. elegans.

Obijetivo especifico 2: Caracterizacion fenotipica de las cepas aisladas

Una vez finalizado el objetivo especifico 1 se propone:

«  Cuantificar y comparar distintos fenotipos con la cepa estandar de laboratorio. Especificamente,
se medira: Descendencia promedio por individuo, cantidad de huevos depositados por hora, resistencia
al estrés oxidativo, ingesta de alimento, actividad locomotora en liquido y resistencia al antihelmintico

levamisol.
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MATERIALES Y METODOS

Muestreo. Con el objetivo de recolectar muestras de suelo de distintos sectores de nuestra ciudad, se
emplearon bolsas de plastico con cierre tipo “ziploc” (para un volumen de 20ml por muestra), que fueron
transportadas a nuestro laboratorio. Como no fue posible el procesamiento de éstas el mismo dia de su
recoleccion, se mantuvieron aireadas, evitando el cierre completo de las bolsas. En estas condiciones las
muestras se pueden conservar por al menos 2-3 semanas a una temperatura entre 10 y 25°C, agregando
unas gotas de agua periddicamente para mantener la humedad.

Para aumentar la probabilidad de encontrar nematodos del género Caenorhabditis, se utilizaron
distintos cebos que pudieran atraerlos, tales como tomate y zapallo. Estos cebos se colocaron dentro una
malla metélica que fue enterrada a unos pocos centimetros de la superficie, en una zona sombreada y
relativamente humeda. La presencia de este entramado evita que el cebo sea comido por aves o
mamiferos (Figura 5). A su vez, se procesaron muestras tomadas de un compost formado por material

organico en descomposicion (hojas y restos de verduras y frutas).

LS ]
cién del cebo (en este caso tomate en descomposicion) dentro
de una malla metélica para evitar que sea comido por aves o mamiferos. (B) Compost del cual se aislé
la primera cepa de C. elegans argentina. (C) En el laboratorio, la muestra de suelo se colocé alrededor
del césped bacteriano de E. coli en una placa de cultivo estdndar de "C. elegans".

Aislamiento. Para llevar a cabo el aislamiento de los distintos nematodos habitantes del suelo, se
utilizaron placas de Petri NGM estandar 90mm humedecidas con 1ml de agua (Ver Apéndice). En el
centro de éstas se sembro alrededor de 50ul de la fase estacionaria de un cultivo de bacteria E. coli OP50
(crecidas en medio liquido Luria-Bertani, LB) que sirve como fuente de alimentacion (Ver Apéndice).
Esta cepa bacteriana es defectuosa en la sintesis de uracilo y no puede crecer en una capa gruesa
facilitando la visualizacion de los nematodos (50).

A partir de 1,5L de medio de cultivo NGM se prepararon un total de 6 placas de Petri para cada
condicion (compost, tomate y zapallo), obteniéndose un total de 18 placas de aislamiento. Finalmente
se esparcieron, alrededor del césped de E. coli OP50 en cada una de éstas, 10 gramos de muestra de
suelo (Figura 5). Pasadas 3hs desde la inoculacion de la muestra, y por 2 dias, antes de que las placas de
aislamiento comenzaran a contaminarse (principalmente por el crecimiento de hongos provenientes de
las muestras de suelo), se observé el centro de cada una de estas en basqueda de nematodos, ya que los

mismos son atraidos y se arrastran fuera de la muestra hacia el césped bacteriano. Los distintos gusanos
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encontrados se recogieron individualmente en nuevas placas de cultivo que fueron mantenidas en

nuestro laboratorio a 20°C dentro un incubador especifico para este fin.

Transferencia individual de gusanos. transferir gusanos entre placas es una técnica basica necesaria
para cualquier experimento con nematodos. Para este fin se utiliz6 como herramienta lo que se conoce
vulgarmente como “pick”, construido a partir de una pipeta de vidrio y un alambre de platino en su

extremo (Figura 6). Ademas,

como instrumento de base, se

./ trabajo con un mechero de

o ./ alcohol que permite el estudio en
@

1. aamore e st CONCiCiones de semi-esterilidad.

2. Pipeta de vidrio
3. Nematodo

Las distintas placas de Petri

Figura_ 6. Esquem_a representativo de un “pick’? para nerr_latodos. utilizadas fueron abiertas por un
Herramienta construida a base de un alambre de platino y una pipeta de

vidrio que sirve para levantar y trasladar gusanos ocasionando el menor breve lapso de tiempo, siempre al
dafo posible. Por lo general, previo al pasaje de cada individuo, se embebe .

el pick en bacteria que sirve como pegamento y facilita entonces la adhesion  12do de la llama, y el pick de cada

del animal al instrumento. investigador fue expuesto al

fuego directo (antes y después de ser utilizado) hasta que éste se volvio de color rojo. De esta manera se
disminuyen las probabilidades de contaminacion por microorganismos presentes en el ambiente de

trabajo.

Crecimiento de nematodos. Las cepas se cultivaron y mantuvieron bajo condiciones estandar a
20°C en placas de agar con medio de crecimiento de nematodos (NGM). Todos los animales utilizados
para ensayos de comportamiento se mantuvieron en placas sembradas con Escherichia coli OP50 como

fuente de alimento, asegurando en todo momento una baja densidad poblacional.

Tratamiento con solucién de hipoclorito alcalino o Bleaching. Con el objetivo principal de
descontaminar poblaciones que deben recuperarse libre de microorganismos, se prepard una solucion de
Bleaching a partir de hipoclorito de sodio y NaOH (Ver Apéndice). En una nueva placa de Petri
esterilizada se coloc una gota de 20pul de esta solucion, con la ayuda de una micropipeta automatica,
alejada de la bacteria OP50 de alimentacion. Luego, se depositaron entre 20 y 30 gusanos gravidos de
la poblacion a descontaminar dentro de la gota formada, agitando levemente el pick en el liquido de
limpieza para lograr que los nematodos se desprendan. Se debe trabajar rapidamente antes de que la gota
se seque en el agar. El principio fundamental del método radica en que los nematodos, en cualquier
estadio luego de su eclosion, son sensibles a la solucidn, mientras que los huevos, gracias a la proteccion
de su cubierta de quitina, son resistentes a ella. Una vez en contacto con la sustancia descontaminante,
los gusanos se quiebran liberando sus huevos al exterior. Estos eclosionan al dia siguiente y migran
hacia la bacteria. Dado que en este estadio los gusanos son muy fragiles, se puede esperar dos dias para

recogerlos en placas individuales y establecer una nueva poblacion por autofecundacion libre de hongos
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y bacterias. Es importante no dejar pasar mas tiempo, ya que las bacterias u hongos resistentes al
tratamiento pueden comenzar a crecer.

Nota: Si la gota se seca o los gusanos no se inmovilizan por completo, se debe agregar otros 20ul de
solucion de “Bleaching” sobre la mancha original. Advertimos que, dadas sus caracteristicas, esta
técnica es ampliamente utilizada no solo para descontaminar poblaciones, sino también para sincronizar

cultivos de C. elegans en la primera etapa larvaria (L1) (50).

Generacion de machos. Dado que bajo condiciones normales solo el 0.1% de los ejemplares de C.
elegans son machos, muchas veces se realizan incubaciones a altas temperaturas con el fin de favorecer
en la descendencia un mayor porcentaje de aparicion de los mismos. El sexo masculino surge como
resultado de la pérdida mei6tica de cromosoma X (X0), a muy baja frecuencia (<0.5%) (51). EI método
seguido consistio en picar aproximadamente 8 larvas de la cepa de interés en su estadio virgen L4 (Ver
materiales y métodos) y someterlos a incubacion a 30°C por 5 horas. Las altas temperaturas traen consigo
un aumento en la probabilidad de errores en la disyuncion del cromosoma X, lo que lleva en ultima
instancia a la generacién de gametos aneuploides, que al unirse a otro portador de X dan lugar a un
organismo macho X0 (52). Luego del chogue térmico, se volvieron a colocar los gusanos en el incubador
a 20°C y se analizé su progenie en busca de machos. Vale aclarar que shocks térmicos mas prolongados
llevan a la esterilidad de los organismos, por lo que es crucial regular con precision la temperatura de

incubacion para obtener dptimos resultados.

Lisis celular para PCR. Con el fin de obtener el ADN del interior celular, se transfirieron entre 10-
20 animales por cepa a un tubo de 0,2ml con 6ul o 10-20ul del buffer de lisis respectivamente (Ver
apéndice). Subsecuentemente, los tubos se sometieron dentro del ciclador (Ilvema T18) a un ciclo de
65°C por 1 hora y luego a 95°C por 15 minutos (este Ultimo paso sirve para inactivar a la Proteinasa K

presente en el buffer de lisis). Estas muestras se almacenaron a 4°C hasta su uso.

Reaccion en cadena de la polimerasa, PCR. Los primers necesarios para corroborar la pertenencia
de nuestra cepa aislada (OAR137) a la especie elegans se obtuvieron de la empresa Macrogen. Estos se
reciben dentro de una caja en su forma liofilizada, por lo que es necesario la resuspension para poder
utilizarlos. Ademas de los oligonucle6tidos, el pedido contiene una hoja con la descripcién y los datos
necesarios de concentracion de los primers expresado en nM y pM, secuencia exacta de nucle6tidos, %
de Guaninas y Citosinas y el volumen de agua a afiadir para obtener una concentracion final de
100pM/ul, entre otros (Figura 7). Estos fueron centrifugados en una primera instancia para asegurar la
formacion de un pellet y evitar la pérdida de producto, y luego se resuspendieron en el volumen de agua
ultra pura libre de nucleasas, necesario para generar un stock de 100pM/ul. Segin WormBase, los
individuos pertenecientes a la especie elegans amplifican un producto de PCR para el gen glp-1 de
208pb, mientras que C. remanei y C. briggsae en 391pb y 302pb respectivamente. Dada esta

informacidn, y habiendo aislado en el laboratorio otras especies de nematodos distintas a C. elegans, se
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decidié someter a reaccion una mezcla equitativa de los 3 pares de primers en simultaneo (1 par

especifico

de

cada especie) (16).

Se sometieron 20 individuos de cada cepa a un protocolo de lisis celular utilizando como control positivo

a N2y a la cepa Hawaiana CB4856, y como control negativo una muestra de agua ultrapura. Ademas,

se sometieron a lisis la cepa de interés
OAR137 y tres cepas de las aisladas en una
primera instancia, las cuales suponiamos
que no pertenecian a la especie elegans. 1l
de solucién de lisis (conteniendo el ADN
Gendmico de cada cepa) fue afiadida a un
total de 19ul de solucion de reaccion de
PCR (Ver solucién de reaccion de PCR) en

Figura 7. Representacion de la ficha técnica que acompafiaa  thos de 0.2ml aptos para el termociclador.
los primers obtenidos por primera vez en el laboratorio. Se

muestra Unicamente una seccion de la hoja original.

siguiente programa de PCR (Tabla 1):

Cada muestra generada fue sometida al

CICLO TEMPERATURA PROCESO TIEMPO

1 ciclo 93°C 2 minutos
95°C Desnaturalizacion 30 segundos
58,5°C Annealing 30 segundos

35 ciclos 72°C Elongacion 1 minuto

1 ciclo 72°C Elongacion Final 5 minutos

Tabla 1. Programa de PCR utilizado.

- Solucion de reaccion de PCR (Volumen final 20 pl):

e 1pldedNTP’s (2.5 mM)
e 2 ul de buffer (10X)
o 1 plprimer forward glp-1 C. elegans (10pM/ul) *

o 1 pl primer forward glp-1 C. briggsae (10pM/ul) *

o 1 pl primer forward glp-1 C. remanei (10pM/pul) *

o 1 plprimer reverse glp-1 C. elegans (10pM/ul) *

o 1 plprimer reverse glp-1 C. briggsae (10pM/ul) *

e 1 plPrimer reverse glp-1 C. remanei (10pM/pl) *

e 1pulTAQ ADN polimerasa

e 1 plsolucion de lisis conteniendo ADN de interés
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e 9ul H20 ultra pura libre de nucleasas (ddH20)
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* Nota: Se agregaron todos los primers especificos para diferenciar los tres géneros de
Caenorhabditis en la misma reaccion. Los tamafios de los amplicones permiten diferenciar la especie (

(16), ver resultados).

Dado los volimenes pequefios utilizados, con cada reactivo agregado se utilizé una microcentrifuga
de mesa para evitar la pérdida de productos que pudieran quedar en la superficie o incluso en la tapa de
los tubos para PCR empleados.

Preparacion de geles para electroforesis. Para saber si la reaccion transcurrio eficientemente, los
amplicones de la PCR deben visualizarse a través de una electroforesis en geles de agarosa, en nuestro
caso al 1%. Estos fueron preparados diluyendo 0,5g de agarosa en 50ml de buffer o tamp6n TAE. La
solucidon obtenida se calentd en el microondas hasta que la turbidez del medio desaparecio. Antes de
depositar el gel en una bandeja para su solidificacion, se le agregd 1ul de bromuro de etidio, molécula
intercalante capaz de unirse al ADN de doble cadena que al ser expuesto a luz UV emite una sefial que
permite visualizar los amplicones en forma de bandas (53). Este compuesto fue manipulado con guantes
de latex, desechados en sus correspondientes recipientes, dado el conocimiento de su origen mutagénico
y teratégeno. Se sembraron un total de 8 calles, incluyendo un marcador de peso molecular (Thermo
Scientific™ SM1343, 70pb-20.000pb) para facilitar la identificacidn de los productos de PCR. Para este
propésito las muestras se solubilizaron en buffer de cargado (LB), para poder visualizar el frente de
corrida. A todos los tubos de PCR (20ul) se les afiadié entonces 4ul de buffer LB (que viene concentrado
6X), y ademas se prepard en un tubo Eppendorf 5ul de Ladder o marcador de peso molecular junto con
1ul de solucion LB. Una vez en la cuba electroforética cerrada, y conectada a 70-80 V, se dejé migrar y
dar lugar a la separacién de los &cidos nucleicos hacia el polo positivo por 20-30 minutos en buffer TAE

1X. Finalmente, se retiré el gel de la cuba y se expuso bajo luz ultravioleta para su visualizacion.

Preparacion de un fijado de microscopio. Para poder visualizar los gusanos bajo microscopio, se
preparé lo que se conoce como “pad” o almohadilla para gusanos. Para su preparacion, se pesé 1g de

Microscope  Stripof  Pad agarosa y se la agreg6 a 50 ml de solucién M9 (agarosa

Slide Lab Tape Spacer

al 2%). La mezcla se llevé al microondas con el objetivo
de disolverla. Es importante revisar la solucién por

intervalos de 30 segundos y agitar entre cada ciclo para

evitar que hierva y se vuelva pegajosa. La preparacion

y /t/ / /,,“ obtenida puede alicuotarse (utilizando una pipeta estéril

s N
© \J de 25ml) en tubos estériles de 5ml que pueden
MH w almacenarse y utilizarse durante varios meses. Para hacer

generacion de pads o almohadillas para
montar nematodos 'y poder luego
visualizarlos al microscopio. lado de un portaobjetos de microscopio (Figura 8).

agua a 50-60°C y se colocaron dos espaciadores a cada
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Luego, con una pipeta Pasteur se depositd una gota pequefia de solucion de agarosa en el portaobjeto e
inmediatamente con suma precaucion se colocé otro portaobjetos por encima, como se observa en la
figura 8. Finalizado este paso, se retiré cuidadosamente el portaobjetos superior y el pad quedo listo para
ser utilizado.

Para el montaje de animales vivos se coloc6 una gota de 20pl de buffer M9 (que contiene azida sodica
(NaNs) 10-25mM) en el centro de la almohadilla de agar y luego con la ayuda de un pick, se depositaron
los gusanos de interés. Posteriormente se cubrié el preparado con un cubreobjetos y se lo fijo con esmalte
transparente. EI NaN3 anestesia a los hematodos que quedan inmovilizados facilitando la visualizacion
al microscopio. Las imégenes tomadas se llevaron a cabo en microscopia de fase y de epifluorescencia
(Nikon Eclipse TE2000-S) y fueron procesadas por el software Image J FIJI.

Cepas usadas. Para llevar a cabo los distintos experimentos de caracterizacién fenotipica de la nueva

cepa aislada se utilizaron, ademas de la cepa a analizar, las siguientes cepas de Caenorhabditis elegans:

«» N2: Definida como cepa estandar de laboratorio o tipo salvaje de referencia. Este aislamiento
fue recolectado originalmente por L. N. Staniland a partir de compost de hongos cerca de Bristol,
Inglaterra, antes de 1956 y fue utilizada libremente hasta 1969, cuando la congelacién estandar se volvid
un protocolo de rutina para el almacenamiento de cepas (39).

+» (CB4856: Cepa aislada en Hawai y denominada originalmente HA8 por L. Hollen en agosto de
1972. Esta fue entregada al laboratorio de R. Anderson, donde se le dio el nombre CB4856 (39).

s 12829 ufls34(Punc-47::mcherry): Expresa la proteina roja fluorescente m-cherry bajo el control
del promotor del gen unc-47 (Transportador Vesicular de GABA). Esta cepa transgénica tiene, por lo
tanto, todas las neuronas Gabaérgicas marcadas con m-cherry roja fluorescente. Fue construida en el

laboratorio de Michael Francis en la Universidad de Massachusetts y cedida a nosotros muy gentilmente.

Ensayo de resistencia a Levamisol. Se sometieron 20 individuos de cada cepa de interés a placas
con 0.5mM de levamisol (o (S) -6-fenil-2,3,5,6-tetrahidroimidazo [2,1-b] [1,3] tiazol). 24hs previas al
ensayo, entre 40 y 50 larvas L4 de cada genotipo a estudiar fueron trasladadas a una placa NGM estandar
sembrada con OP50, e incubadas a 20°C. Este procedimiento asegura que todos los animales tengan la
misma edad (adultos jévenes) cuando comience el experimento.

Se colocaron 3pl de bacteria OP50 en el centro de cada placa de levamisol, lo que ayudé a concentrar
los gusanos en un éarea pequefia facilitando el conteo. Es importante dejar entreabierta la tapa de las
placas para que las bacterias se sequen a temperatura ambiente (30 minutos deberian ser suficientes).
Luego, se colocaron 20 gusanos de una de las cepas a estudiar en una placa de levamisol (tiempo 0°) y
se inicié un temporizador lo mas pronto posible. Se revisaron las distintas placas a los 75minutos después
del contacto con la droga para registrar el nimero de gusanos paralizados sobre el total de gusanos

depositados. A pesar de que se pueden encontrar diferentes puntos finales en la literatura, en
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general se considera que un gusano esta paralizado cuando no se mueve después de pinchar tres veces
con un alambre de platino en la cabeza y la cola. Para analizar los datos se realizé un graficé de barras

gue indica la proporcion de gusanos paralizados en levamisol.

Ensayo de locomocion en medio liquido. Para el ensayo de matilidad, se seleccionaron 24 larvas
en estadio L4 de cada cepa y se determing la tasa de cambios de curvatura (“thrashes™) colocando cada
individuo en una gota de medio liquido M9. Para este fin se utilizo una placa de 96 pocillos con fondo
concavo. Luego de 6 minutos de habituacion al medio liquido, se contd el niUmero de cambios de
curvatura que sufre la parte media del cuerpo del animal durante un periodo de 30 segundos. Estos
cambios de curvatura en liquido son tradicionalmente utilizados como medida de la capacidad de
movimiento del individuo (54; 55). Los resultados se informaron como thrashes por minuto. Este ensayo
se realizo por quintuplicado y se empled como control interno de la cepa N2, a individuos de 12829.

Ensayo cantidad de progenie (“Brood Size”). Para evaluar el nimero total de crias por individuo
en la cepa aislada, se transfirié 1 nematodo en estadio larvario L4 a una placa de NGM nueva con OP50.
Se emplearon 8 réplicas para cada cepa a evaluar: N2, CB4856 y OAR137. Diariamente los nematodos
en estudio fueron transferidos a placas nuevas hasta finalizar su periodo reproductivo de
aproximadamente 6 dias, contando en cada ocasion el nimero de larvas emergidas cada dia. Al final del
periodo reproductivo se sumo el total de descendencia por individuo.

Ensayo puesta de huevos por hora. Se aislaron 12 gusanos gravidos sincronizados por edad (24hs
post-L4) de cada cepa a testear, y luego de tres horas se extrajeron de las placas de NGM. Se procedi6 a

contabilizar el nmero de huevos depositados por cada gusano en ese lapso de tiempo.

Ensayo de resistencia al estrés. Para testear la resistencia al estrés de las distintas cepas analizadas
se probd un ensayo de estrés oxidativo, analizando el efecto del sulfato de hierro (FeSO4) agregado en
las placas de cultivo (12). Se transfirieron alrededor de 30 animales L4 a placas de agar de 35mm que
contenian FeSO. en una concentracion 10mM, y se los dej6 actuar por 1 hora. Pasado el tiempo, se
puntud el porcentaje de animales muertos, considerados como aquellos que ante 3 toques con el pick de
platino en su cabeza y cola no respondieron con ninguna clase de movimiento. El ensayo se realiz6 9
veces distribuidos en tres dias distintos (3 x dia) para cada cepa testeada. Los anélisis estadisticos se

realizaron en base al promedio de supervivencia de cada placa evaluada (n=9).

Ensayo alimentacion. Con el fin de evaluar posibles diferencias en la alimentacién entre las cepas
salvajes (CB4856 y OAR137) y la cepa N2 ampliamente utilizada en el laboratorio, se utilizaron placas
suplementadas con bacteria E. coli modificadas genéticamente para expresar un marcador fluorescente
verde (E. coli OP50-GFP) y un gen de resistencia a ampicilina. De este modo, la bacteria consumida por
los gusanos puede visualizarse y cuantificarse facilmente bajo microscopia de fluorescencia. 24hs

previas al ensayo se transfirieron 40 gusanos L4 de cada una de las cepas a testear a 3 placas distintas
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con bacteria OP50 de rutina como fuente de alimentacion para asegurarse que todos los animales
estuvieran igualmente alimentados al momento de iniciarse el experimento. A su vez, se prepararon las
capsulas especificas que ademas del agar NGM contienen ampicilina (100pg/mL) para evitar la
proliferacion de aquellas bacterias que no expresen el plasmido conteniendo el gen de GFP y de
resistencia a la ampicilina. A diferencia de las demas capsulas utilizadas a lo largo de la tesina, se sembrd
en forma de césped cubriendo casi la totalidad de la superficie de la placa. Esto se realiza para maximizar
la permanencia de los gusanos en el césped bacteriano. Idealmente se debe evitar que esta llegue al borde
de las capsulas, ya que los gusanos podrian escaparse perjudicando los resultados obtenidos. El dia del
ensayo, se transfirieron alrededor de 15 gusanos (evitando el arrastre de bacteria no fluorescente) a las
placas con OP50-GFP y se esper6 5 minutos para su alimentacion. Luego de este periodo de tiempo, se
pasaron los gusanos a un portacbjeto con una gota de NaNs (0.25mM) en el centro que los paraliza y
facilita la visualizacion. Luego, se cubri6 cada portaobjeto con un cubreobjetos y se tomaron fotografias
por microscopia de fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000-S) en 10X, 1 segundo de exposicion. La
intensidad de fluorescencia en el tracto intestinal de cada nematodo fue cuantificada utilizando el
software Image J FIJI.

Protocolo de congelacién y descongelacion. Para asegurar la disponibilidad de cepas en futuros
experimentos y evitar, al mismo tiempo, la acumulacion de mutaciones, todas las cepas fueron
congeladas y almacenadas a -80°C en el freezer de la institucion y una réplica de los mismos en nitrgeno
liquido. Se utilizé la técnica de congelamiento estandar para C. elegans (1) para la cual se prepararon 3
placas de Petri grandes (90 mm) con individuos de la cepa a congelar y se las dejé hambrear para
favorecer el desarrollo de larvas en el estadio L1. Estas son de eleccion ya que toleran bien las
condiciones de temperatura del procedimiento. Es importante que las placas estén libres de la bacteria
alimenticia y que no haya otra contaminacion antes de continuar, ya que los gusanos no se desprenderan
de la placa si hay bacterias residuales. Para cada cepa que se congeld, se etiquetd un tubo de centrifuga
de 15ml y seis viales de congelacion (1.5ml) con el nombre y la fecha de la cepa. Con la ayuda de una
pipeta de Pasteur, y bajo condiciones de esterilidad se inclinaron las placas y se les agregé 3,5ml buffer
M9. Es importante agitar varias veces el liquido para lograr la resuspensién de la mayor cantidad posible
de animales. Este liquido conteniendo los nematodos fue colocado en un tubo de centrifuga de 15ml.
Este procedimiento deberia dejar un volumen total de aproximadamente 3ml (alrededor de 0,5ml se
absorben en el agar). Una vez recolectada la suspension, se midio el volumen obtenido, y con una pipeta
nueva de 10ml se agregd igual cantidad de solucion de congelacion o “freezing solution” (Ver
composicion en apéndice) a la mezcla M9 / gusano en el tubo Falcon. Luego, se mezclaron bien las dos
soluciones pipeteando hacia arriba y hacia abajo y se extrajeron todos los 6ml de M9 /gusano /solucién
de congelacion en la pipeta de 10 ml para afiadirlos a los 6 viales de congelacién en alicuotas de 1ml.
Dos dias después, se descongelé un vial para asegurar que los gusanos sobrevivieron al proceso de
congelacidn. Con los cinco viales restantes, se colocaron tres viales en un ultrafreezer a -80°C, un vial

en nitrégeno liquido para un almacenamiento a largo plazo y un vial en un ultrafreezer de -80°C de
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respaldo separado. La solucién de congelamiento contiene glicerol, que evita la formacién de cristales
y en consecuencia la lisis celular durante la técnica. Con el mismo proposito, los tubos para congelacion
se colocaron dentro de un recipiente de poliestireno expandido (Telgopor) cubierto con algodén evitando
el congelamiento brusco.

La descongelacion de los gusanos se realizo a temperatura ambiente. Luego se centrifugd a 1000 rpm
durante 1 minuto para asegurar que los mismos queden todos juntos en el fondo del tubo, y se los

mantuvo en placas con agar tipo microbiologico NGM y OP50 para su alimentacion, a 20°C.

Andlisis de datos. Los resultados fueron analizados estadisticamente con el método One-Way Anova
que realiza el programa Sigma Plot version 14; los datos se presentaron como la media + DE; las
diferencias se consideraron significativas cuando se obtuvo un p <0. 05: los gréficos fueron desarrollados
con GraphPad Prims Version 6 (GraphPad Software Corporation San Diego, California, USA); la
cantidad de bacteria consumida en medio basal por cada cepa fue medida con el programa Fiji- ImageJ.

Apéndice: lista de materiales, soluciones y reactivos
- Lupa binocular de diseccién: Biotraza XTD-217.

- Medio agar tipo microbiol6gico Nematode Growth Medium (NGM): (para 1L: agar (17g); peptona
(2.59); NaCl (3g); ddH:0c.s.p. 1L, libre de ARNasas). La solucién fue luego autoclavada, enfriada a
60°C y enriguecida con soluciones estériles de: 1ml MgSO4 (1M); 1ml CaCl, (1M); 25ml Buffer fosfato

(1M); 1ml colesterol en etanol (5mg/ml).
- Buffer fosfato 1M: KH2,PO, (108,3g); K:HPO4(35,69); ddH.Oc.s.p. 1L; (pH 6,0).

- Medio Luria Bertani (LB): (para 1L: peptona (10g); extracto de levadura (5g); NaCl (10g)
ddH,Oc.s.p. 1L). Ajustar a pH 7,0 con NaOH.

- Buffer de lisis: KCI (100mM); Tris (pH 8,3) (20mM); MgCl. (5mM); IGEPAL (o NP,O) (0.9 %);
Tween-20 (0.9 %); Gelatina (0.02 %); Proteinasa K (400ug/ml); dH.O.

- Cultivo de bacteria E. coli OP50: (crecidas en medio liquido Luria-Bertani, LB, incubadas a 37°C

durante toda la noche en agitacion).
- Placas de Petri NGM estandar 90mm y 35mm.

-Placas de 96 pocillos con fondo concavo.

25



Tesis de Grado Ailin Lacour Materiales y Métodos

- Pick: Construido a partir de un fino cable de platino unido a una pipeta de vidrio.

- Solucién de Bleaching: Hipoclorito de sodio al 5% (lavandina); H.O destilada; pellets de hidroxido

de sodio en la siguiente proporcién: 2ml de hipocloruro de sodio al 5% (NaOCI), 2ml dH-0, 1 pellet.

- Buffer TAE (50X): Base Tris (CsH1:NO3) (242g); Acido acético glacial (57,1g); Na,EDTA.2H,0
(37,29); ddH2Oc.s.p. 1L. Para 1X diluimos 20ml en 1L de ddH:O.

- Reactivos y equipo para congelar cepas: buffer M9, Freezing solution, 2 pipetas de vidrio de 10ml,
1 tubo de centrifuga de 15ml, viales de congelacion (6 por cepa) (utilizamos viales de criotubo Nunc de
1,8ml).

°  Freezing solution: 200ml 1M NaCl, 100ml 1M KPOQO4 a pH 6.0, 600ml Glycerol. Llevar a 2 litros
con agua destilada; agregar a botellas de vidrio cuadradas en alicuotas de 200ml; autoclavar en ciclo
liquido (121C 15min). Nota: Agregar por Unica vez, antes de su primer uso, 60ul de MgSO,1M cada
200ml.

°  Buffer M9: Na;HPO4 (5.8g), KH.PO4 (3.0g), NaCl (0.5g), NH4CL (1.0g). Llevar a 1 litro con

agua destilada; autoclavar en ciclo liquido (121C 15min).
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RESULTADOS

Objetivo 1:

Resultados

El paso mas dificil de nuestro proyecto fue diferenciar nematodos del género Caenorhabditis elegans

del resto de los gusanos que comparten habitat con €él. Para llevar a cabo nuestro primer objetivo

especifico, iniciamos la busqueda con una identificacion morfoldgica que permitié reducir el nimero de

cepas recolectadas a solo aquellas que presentaban caracteristicas propias del género Caenorhabditis.

En un paso final, mediante cruzas genéticas, seleccionamos una cepa que efectivamente pertenecia a la

especie C. elegans.

Aislamiento de una cepa perteneciente a la especie C. elegans.

Con el objetivo de aislar una nueva cepa del nematodo C. elegans se recolectaron, en bolsas tipo

ziploc, muestras de suelo provenientes de 3 cebos localizados en el jardin de nuestros hogares: zapallo,

tomate, compost. En el laboratorio, las muestras se dispersaron dentro de placas con agar (como se
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Tabla 2. Numero de cada cepa aislada, suelo de origen de ese
aislamiento, pertenencia al sexo hermafrodita, y velocidad de
crecimiento. Un nimero mayor de cruces indica una mayor velocidad

de crecimiento.
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describi6 en el apartado materiales y
métodos), y luego de 2hs se
observaron los distintos gusanos
tipicos del suelo circulando en la
bacteria sembrada en el centro de las
mismas. Cada animal encontrado fue
aislado individualmente en nuevas
placas. Teniendo en cuenta que los
nematodos pueden ser identificados
por criterios tanto morfolégicos como
moleculares, decidimos ir apartando
cepas no elegans partiendo de
caracteristicas generales hacia mas
puntuales (16). Por lo tanto,
conociendo que en la naturaleza gran
parte de los ejemplares de C. elegans
son hermafroditas, se realizé un primer
descarte de capsulas, conservando solo
aquellas que dejaron descendencia

por autofecundacion.
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Pudimos aislar un total de 29 nematodos hermafroditas. Sin embargo, debido a la complejidad de
manipular tantas poblaciones en simultaneo, decidimos seguir la investigacion con las primeras 15 cepas
(presentadas en la Tabla 2) en quienes continuamos con la evaluacion de caracteristicas propias de la
especie C. elegans. Las muestras restantes fueron almacenadas quedando disponibles para futuros
estudios. Vale aclarar que, a pesar de los intentos de aislamiento bajo condiciones de asepsia, los
nematodos recolectados por primera vez de la naturaleza acarrean numerosos microorganismos
(Bacterias y hongos principalmente) propios de su entorno natural. Para poder trabajar con cultivos
monoaxénicos, aquellas placas contaminadas fueron sometidas a la técnica de Bleaching (Ver seccion
materiales y métodos) obteniendo asi una nueva poblacién libre de hongos y bacterias.

Ademaés de ser hermafrodita, el principal pardmetro de seleccién utilizado fue la velocidad de
crecimiento a 20°C. Tipicamente el ciclo de vida de C. elegans en el laboratorio a esta temperatura es
de 3 dias. Se aislaron individuos de cada una de las 15 cepas y se observd la densidad poblacional a los
4-6 dias de este aislamiento. Teniendo en cuenta N2 como velocidad de referencia (++++), se desarroll6
la cuarta columna de la Tabla 2 para poder descartar las cepas con diferente velocidad de crecimiento.

Habiendo acotado el nimero de cepas aisladas a aquellas con una mayor posibilidad de pertenecer a
la especie elegans, continuamos
el proceso de seleccion midiendo
caracteristicas mas puntuales.
Asi, se procedié con la busqueda
de un candidato C. elegans en 5

cepas (aquellas que al igual que

. la cepa estandar N2 presentaron

Figura 9. Fotografias tomadas en fase (40X) de las faringes de dos cepas yna velocidad de crecimiento de
de la especie C. elegans y una cepa correspondiente a un nematodo no ]
elegans. (A) Cepa estandar de laboratorio N2, (B) Posible cepa de C. ++++) en quienes evaluamos la
elegans alslade_l en A:rgentma y (C) Faringe de un ne_matodo no ’elegans. morfologfa faringea mediante la
Las flechas rojas sefialan los metacorpus correspondientes. Obsérvese la
morfologia redonda de los dos primeros y la forma mas bien cilindrica que comparaciéon de fotografias
sigue el metacorpus de la cepa C. .
tomadas en fase (Figura 9).
Encontramos que la cepa 2 present6 el metacorpus redondo caracteristico de C. elegans.

Si bien esta forma de faringe es caracteristica del género Caenorhabditis, no necesariamente implica
que el nematodo aislado pertenece a la especie elegans.

Para evaluar caracteristicas mas especificas, desarrollamos un andlisis por PCR, utilizando un set de
primers que amplifican el gen glp-1. El tamafio de los amplicones que generan permite diferenciar entre
C. elegans y sus dos especies mas relacionadas C. remanei y C. briggsae (Ver materiales y métodos).
En primer lugar, se realizo la lisis de 20 individuos de la cepa 2, utilizando como control positivo a N2
y a la cepa Hawaiana CB4856 (que fue empleada en el resto de esta tesina como control con el fin de
proveer informacion genotipica y fenotipica de una cepa silvestre), y como control negativo una muestra
de agua ultrapura. Ademas, se sometieron a lisis tres cepas de las aisladas en una primera instancia, las

cuales suponiamos que no pertenecian a la especie elegans. Estas ultimas fueron las cepas 4, 6y 9,
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dando un total de 7 calles en los geles de
electroforesis posteriormente armados.
Se decidio utilizar como marcador de
peso molecular Gene Ruler 1Kb Plus de
Thermo Scientific™ SM1343, para
facilitar la identificacion de los

productos. Este se visualiza en la primera

N2  CB4856 Control .
(Lab) (Hawa) ()  (Arg) calle del gel desarrollado (Figura 10).

Figura 10. Gel de electroforesis mostrando en la primera calle un Las reacciones de PCR se realizaron
mgrcador de peso molecular, y en/las 4 siguientes la corridg de en un volumen final de 20ul (Ver
acidos nucleicos de la cepa estandar N2, la cepa hawaiana
CB4856, un control negativo (agua ultra pura) y la cepa argentina materiales y métodos). Las temperaturas
aislada del compost (Cepa 2) a quien denominamos OAR137. Las ) .

siguientes calles corresponden a las cepas 4, 6 y 9 aislados del Y tiempos utilizados en cada paso de PCR
suelo, no correspondientes a C. elegans. La flecha roja indica la fueron detalladas en materiales y
banda en aproximadamente 208pb caracteristica de la especie C.
elegans en nuestra cepa argentina, presente también en los dos métodos. Los productos de PCR fueron

controles positivos (N2 y CB4856).
P (Nzy ) sembrados en un gel de agarosa al 1% y

sometidos a electroforesis a 70-80V como se describié en materiales y métodos. Tanto las muestras
como el marcador de peso molecular fueron sembrados en las distintas calles, con el agregado previo de
Loading Buffer para poder visualizar el frente de corrida. Pasados 30 minutos se frend la corrida y se
revel6 bajo luz ultravioleta, observandose los resultados en la figura 10. Como se puede ver, tanto los
controles positivos como nuestra cepa incognita presentan un fragmento amplificado en 208pb (banda
tipica de C. elegans), ausente en los deméas controles. Este ensayo es una evidencia muy fuerte de la
pertenencia de la cepa aislada (Cepa 2) a la especie C. elegans, quien de ahora en mas denominamos
como OAR137. Se sugiere, ademas, que el resto de las cepas no pertenecen a C. remanei ni C. briggsae
ya que no se observan los perfiles moleculares ni los amplicones tipicos definidos por la Wormbase
(391pb y 302pb respectivamente). Lamentablemente no teniamos estas especies de nematodos
disponibles en el laboratorio durante el desarrollo de esta tesina para utilizarlos como controles. Mas
alla de este inconveniente, la presencia de una banda de 208pb es una evidencia de que la cepa 2

(OAR137) pertenece a la especie C. elegans.
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Dado que una especie se define formalmente por la capacidad

d X d de dar progenie fértil en un cruce, realizamos cruzas entre
bachZ823, o 2 hermafroditas virgenes de la cepa incognita y machos de

\ J laboratorio de la cepa 12829, que expresan fluorescencia roja en

Y sus neuronas Gabaérgicas (Figura 11). Estos animales transgénicos

F1 g se obtuvieron en el laboratorio del Dr. Francis en la Universidad
de Massachussets por microinyeccion de la construccion, y

100% rojo
\ ) posterior incorporacion al genoma de la cepa N2, del constructo

Y Punc-47::mcherry (56). Para llevar a cabo la cruza sexual,
F2 Q" g colocamos en una misma placa 2 larvas L4 hermafroditas de la

rojo no rojo cepa silvestre con 7 machos de laboratorio 12829. Debido a que C.

. elegans tiene la capacidad de autofecundarse, el hecho de observar
Figura 12. Esquema de las cruzas

sexuales  desarrolladas  entre machos en la descendencia asegura el cruce sexual de la cepa
hermafroditas de la cepa incognita .

aislada del suelo argentino, con Silvestre con N2. Sin embargo, dado que se emplearon para el
machos de laboratorio que expresan
fluorescencia roja en sus neuronas
Gabaérgicas. Se muestraademas la F1 indica de por si una cruza sexual exitosa. Para comprobar la

y F2 esperadas en caso de una cruza . .
sexual fértil exitosa. fertilidad del cruce sexual, se aislaron en nuevas placas

ensayo machos fluorescentes, la presencia de descendencia roja ya

hermafroditas virgenes rojos de la F1, y siguiendo nuestra hipétesis, si la progenie es fértil se espera al
cabo de unos dias encontrar descendencia. Para poder visualizar los resultados preparamos un fijado
para microscopio siguiendo el protocolo detallado en el apartado materiales y métodos, obteniendo la
figura 12. Como se puede ver en la foto, el cruce sexual fue fértil, observandose individuos fluorescentes
y no fluorescentes en la F2. La presencia de progenie fértil derivada tanto de autofecundacion como de
cruces sexuales, nos indica que el nuevo aislamiento silvestre pertenece a la misma especie que la cepa
de prueba, en este caso N2, por lo tanto, se confirmé finalmente el aislamiento de una cepa de C. elegans
7 argentina (designado como OAR137). Para no dejar
dudas de la posibilidad de fecundacion entre ambas
cepas y corroborar el ensayo realizado, se ejecutd la
cruz reciproca con machos de la cepa silvestre y

hermafroditas del laboratorio, para la cual se siguio el

protocolo de obtencion de machos descripto en

Figura 11. Microscopia de fluorescencia (10X) de  materjales y métodos. Esta segunda prueba también
la F2 derivada del cruce sexual entre hermafroditas

de la cepa salvaje OAR137 y machos de laboratorio  resultd positiva, observandose machos en la F1y en la
N2. La presencia de un alto porcentaje de
nematodos expresando m-cherry indica que la F1
obtenida de la cruza fue fértil y confirma que 10s (jnicamente de una autofecundacion.

nematodos de ambas cepas pertenecen a la misma

especie. Una vez cumplido el objetivo general de aislar una

F2, asegurando asi que la nueva generacion no derivo

nueva cepa de C. elegans argentina, criopreservamos la cepa 2 (OAR137) en las instalaciones de nuestra
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institucion para futuros estudios. Para este fin se siguio el protocolo de congelamiento visto en materiales

y métodos utilizando larvas L1.
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Debido a que ya encontramos una cepa con la que trabajar, y a la dificultad de mantener tantas
poblaciones en simultaneo, decidimos congelar y guardar a -80°C otras cepas aisladas no pertenecientes
a la especie C. elegans para utilizar en futuras investigaciones, que quedan fuera del alcance de la tesina.
Dado que existen en un banco, denominado Caenorhabditis Genetic Center (CGC), cepas de nematodos
Caenorhabditis sp. y otros disponibles, se podrian realizar el mismo tipo de cruza que el descripto en
parrafos previos, con el objetivo de identificar la especie. Esta identificacion de cepas “no C. elegans”,
también escapa a los alcances de nuestra tesis dado los tiempos que se necesitarian para que estas cepas

Ileguen a nuestra ciudad.

Objetivo 2

Una vez finalizado el objetivo especifico 1 nos propusimos cuantificar y comparar distintos fenotipos
con la cepa estandar de laboratorio.

Con el objeto de brindar informacidn fenotipica acerca de la nueva cepa aislada, se realizaron una
serie de ensayos ya descriptos para la cepa estandar N2. Si un fenotipo especifico es distinto entre la
cepa aislada y N2, es muy posible que haya diferencias moleculares que expliquen esta variacion. Por
lo tanto, esta informacion combinada con estudios fenotipicos més profundos y analisis genéticos podria

ser Util para identificar nuevas vias y mecanismos moleculares.
Caracteristicas cualitativas y cuantitativas de la cepa aislada.

Para poder caracterizar la nueva cepa aislada, los experimentos se desarrollaron en la cepa estandar
N2, en la cepa hawaiana CB4856 (empleada como control de una cepa salvaje) y en la cepa argentina
OAR137.

Tapén copulatorio. En varias placas conteniendo hermafroditas y machos de la cepa salvaje
OAR137, observamos la presencia de una masa gelatinosa en la vulva de los hermafroditas (Figura 13).
Analizando esto con mas detalle, determinamos que los machos de la cepa aislada al aparearse con
hermafroditas de cualquier cepa, es decir tanto de la propia como con N2 (u otras), dejan un material
gelatinoso sobre la vulva del animal receptor. Este depdsito mucoso, descripto en la bibliografia como
tapon copulador (39; 47), también se observa en apareamientos utilizando machos de la cepa CB4856,
pero no cuando se utilizan machos de la cepa N2 (Figura 13).

La formacion de tapones copulatorios estd ampliamente distribuida a lo largo de los distintos grupos

bioldgicos. Esta propiedad ha sido descrita tanto en vertebrados mamiferos, aves y reptiles, como en
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invertebrados  (57).
Incluso ya  fue
registrado para C.
elegans (39; 47). En

la naturaleza existen

. - ) . ’ . S istint trategi
Figura 13. Formacion del tapon copulatorio. Fotografias tomadas bajo lupa de diseccion distintas ~ estrategias

de los hermafroditas N2 luego de aparearse con machos N2 (lzquierda), CB4856 reproductivas  que
(centro), 0 OAR137 (Derecha). Obsérvese que en la primer fotografia desde la izquierda
no hay rastro de material de taponamiento sobre la vulva; Tanto en la segunda como en  PUeden ser
la tercer fotografia (CB4_856 y OAR137 respet_:tivamente) hay una gran masa gelatinosa empleadas por los
sobre la vulva (flecha roja), el tapon copulatorio.

machos para evitar

que las hembras copulen multiples veces, el uso de un tapén copulatorio podria cumplir con esta funcién.
Varios autores demuestran que los tapones copulatorios son empleados para bloquear la apertura genital
o el tracto reproductivo de la hembra, evitando la competencia espermatica o incluso para evitar la
pérdida de los espermatozoides (58; 57). Sin embargo, en C. elegans no parece cumplir la misma funcion
general de ofrecer una ventaja notable a machos con este fenotipo, como ocurre para la mayoria de los
grupos en los que ha sido estudiado (39). Mas alla de la verdadera funcion de esta propiedad en la
naturaleza, encontramos que, al igual que otras cepas salvajes de C. elegans, los machos de OAR137
(asi como los de CB4856) depositan en los hermafroditas un tapon copulatorio tras el cruce sexual. Al
igual que N2, varias cepas silvestres aisladas en Europa y Norte América también han perdido este
fenotipo debido a la insercion de un retrotransposén en un exén de un gen similar a la mucina, plg-1,
cuyo producto es un componente estructural importante del tap6n copulatorio (47). Esto indica que la

ausencia de tapéon copulatorio en la cepa de laboratorio, no se asocia con su adaptacién al mismo.

Agregacién poblacional o clumping. Otra caracteristica descriptiva observada en la nueva cepa
aislada esta relacionada a su comportamiento social. La mayoria de los comportamientos animales son
variables dentro y entre especies, en parte debido a variacion genética entre individuos y a factores
medioambientales. De igual manera a lo observado en nuestras cepas, estudios previos resaltan en las
poblaciones formadas por cepas salvajes una notable agregacién de individuos en los bordes de las placas
(Figura 14) (13; 59). Esta propiedad est4 ausente en la cepa de laboratorio N2, quienes depositan sus
huevos de manera dispersa y relativamente uniforme a lo largo de la bacteria. Esta caracteristica
diferencial esta directamente asociada a la concentracion de oxigeno atmosférico en las placas de agar.
Se sabe que las placas presentan un nivel de oxigeno mucho mayor que los preferidos por las cepas
silvestres, volviéndose una fuerte presion de seleccion sobre el organismo, afectando al crecimiento y a
la fisiologia del animal que se desplazan al borde de la bacteria (zona de la placa con menor % de
oxigeno) (13). La agregacion de animales disminuye ain més la concentracion local de oxigeno
permitiendo la supervivencia. Por su parte, la cepa N2 es menos sensible a las concentraciones de

oxigeno y no se agrega a los bordes del césped bacteriano (Figura 14). Se especula que esta conducta de
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agregacioén podria ser importante para favorecer la reproduccion, la comunicacién interindividual y la

defensa contra patdgenos(60).

Figura 14. Se muestran los patrones poblacionales tipicos de distintas cepas del nematodo C.
elegans. (A) Obsérvese la dispersion de individuos a lo largo de la placa de cultivo,
caracteristico de la cepa estandar de laboratorio N2. (B) y (C), en ambas poblaciones silvestres
(CB4856 y OAR137 respectivamente) se puede visualizar la agregacion de individuos en los
bordes de la bacteria (circulo gris en el centro de las placas) sefialados con una flecha roja.

Puesta de huevos por hora. Otro pardmetro sencillo que evaluamos, esta vez de forma cuantitativa,

fue la velocidad de puesta de huevos de la nueva cepa aislada. Para ello aislamos gusanos gravidos

sincronizados por edad (24hs post-L4) y luego de tres horas los extrajimos de las placas de NGM. Para

Puesta de huevos por hora
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Figura 15. Promedio y desvio estandar de la puesta
de huevos por hora en cada una de las cepas
evaluadas: N2 en gris, CB4856 en naranjay OAR137

en celeste.

visualizar posibles diferencias en la oogénesis y en el
tiempo de puesta entre huevos, se conto el nimero de
huevos de cada placa en cada una de las cepas de
referencia, siguiendo el protocolo descripto en la
seccion materiales y métodos. El promedio por hora
por gusano fue de 5,139 £ 0,987 para la cepa N2,
4,625 + 1,046 para CB4856, y 4,750 = 0,824 para
OAR137 (SP, n = 24) como se observa en la figura
15. Estas puestas promedio no varian
significativamente entre grupos bajo las condiciones
de cultivo empleadas (P = 0,160, test de ANOVA).

Ensayo Cantidad de Progenie o Brood size. Debido a que, bajo condiciones normales, C. elegans

Cantidad de Progenie
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Figura 16. Promedio y desvio estandar de la

se reproduce por autofecundacion, el nimero de huevos
puestos por individuo a lo largo de su vida depende
directamente del niUmero de espermas que estos poseen.
Tipicamente un hermafrodita de N2 (no fecundado por un
macho) deja una descendencia aproximada de 300
individuos (2). Para evaluar una posible diferencia en
este parametro entre las cepas silvestres y la cepa

adaptada al laboratorio, medimos el nimero promedio de

puesta total de huevos por individuo. N2 en gris, progenie siguiendo el método de conteo descripto en
CB4856 en naranjay OAR137 en celeste.
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materiales y métodos. Especificamente,
aislamos
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gusanos hermafroditas juveniles (antes de que comiencen a dejar descendencia, estadio L4) de las
distintas cepas y las replicamos en nuevas placas cada 24 horas, por un total de 6 dias. Luego
cuantificamos la descendencia contando la cantidad de larvas presentes en cada placa. Como se puede

visualizar en el gréafico de barras de promedios, ninguna de las cepas deja una descendencia menor a
171 individuos, ni mayor a 347 (Figura 16). Esta caracteristica ha sido descripta también por otros
autores, quienes mencionan la posible via de seleccién de este parametro (51). Presentar mutaciones que
aumenten el nimero de espermatogénesis no es ventajoso porque este proceso esté asociado a un retraso
en el de la oogénesis y consecuentemente, a un incremento en el tiempo de generacion de huevos dando
como consecuencia un crecimiento lento de la poblacion.

Sin embargo, nuestros resultados demuestran que los hermafroditas de N2 producen consistentemente
un mayor nimero de progenie que las demas cepas testeadas. Mientras que N2 presenta un promedio de
progenie viable de 292,75 + 35,704, CB4856 y OAR137 depositan en promedio 213,50 + 29,689 y
254,50 + 41,421 huevos viables respectivamente (S.P., n = 8) (Figura 16). Encontramos diferencias
altamente significativas entre la cepa de laboratorio N2 y la cepa hawaiana CB4856 (P <0,001, test de
ANOVA) y diferencias significativas entre N2 y la cepa argentina OAR137 (P <0,05, test de ANOVA).
Para complementar los dos ensayos realizados, se decidid, ademas, cuantificar la progresion de la
puesta de huevos a lo largo de los dias testeados (Figura 17). El hecho de no encontrar diferencias en la
puesta de huevos por hora durante el primer dia de fertilidad, pero si en la cantidad promedio de progenie
por individuo hermafrodita, nos llevé a hipotetizar que la diferencia observada en el nimero promedio
total de progenie deriva de la presencia de un mayor periodo fértil en N2.

Al cuantificar la progenie total como la suma de larvas emergidas por dia, el experimento nos brinda
informacioén del porcentaje de descendencia total depositada a lo largo de cada uno de los dias del
periodo de puestas, obteniendo datos de la posible estrategia reproductiva de cada cepa (Figura 17). Si
bien en todas las cepas el méaximo de progenie se da temprano, en el dia 2, es importante tener en cuenta
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Figura 17. Promedio y desvio estandar de la puesta total de huevos por individuo a lo largo de
los 6 dias de deposicidn. N2 en gris, CB4856 en naranjay OAR137 en celeste.

36



Tesis de Grado Ailin Lacour Resultados

gue la cuantificacion del dia 1 esta subestimada dado que durante gran parte de ese dia los animales eran
todavia inmaduros (los aislamos como L4, y necesitan varias horas para empezar a poner huevos). Segln
nuestro andlisis, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos para los dos primeros dias.
Esto sugiere que en la naturaleza prevalece la estrategia reproductiva R-selected para C. elegans, y, por
lo tanto, es de esperar la compensacion a favor de crias tempranas, en lugar de mas grandes. Sin embargo,
a partir del tercer y cuarto dia, la cepa estandar N2 deja mayor cantidad de progenie, que CB4856 y
OAR137 respectivamente (p < 0,05, test de ANOVA). Esta observacion es similar a lo registrado por
otros autores (51): N2, adaptado al laboratorio, presenta un periodo fértil mas amplio en relacién a las
dos cepas salvajes, y es esta la posible causa del mayor nimero de progenie promedio observado.

Resistencia a estrés. Con el fin de evaluar la resistencia al estrés oxidativo, analizamos la
supervivencia de las cepas a la exposicion del agente oxidante sulfato de hierro (FeSO4) agregado en las
placas de cultivo. Como se describi6 en materiales y métodos, se transfirieron alrededor de 25 gusanos
L4 de cada cepa a testear, a placas de agar de 35mm que contenian FeSO4 en una concentracion 10mM,
y se los dejo actuar por 1 hora. Pasado el tiempo, se puntud el porcentaje de animales muertos,
considerados como aquellos que ante 3 toques con el pick de platino en su cabeza y cola no respondieron
con ninguna clase de movimiento. Como se observa en la figura 18, la medicion de supervivencia en la
cepa de laboratorio N2 da un valor promedio general de 0,389 + 0,143 (S.P., n=9). Para las cepas
CB4856 y OAR137 este parametro es de 0.608 + 0,0787 (S.P., n=9) y 0.621 £ 0,0954 (S.P., n=9)
comparacion mediante

respectivamente. Por

analisis estadistico (One Way ANOVA, Holm-

Resistencia a Stress Oxidativo
(inducida por Fe’* 10mM)

ns Sidak method), se obtuvieron diferencias
0.8+ L | altamente significativas entre las cepas salvajes
sl e N L (CB4856 y OAR137) y N2 (P< 0.001). Sin
o o o ° frss
o T S o embargo, el andlisis para las cepas CB4856 y
w044
2 o4 00" OAR137 no muestra diferencias significativas
aJ =]
U%; 0.2 ° entre sus valores medios (P= 0,808). Podemos
00 n=9 n=9 n=9 concluir que las cepas salvajes tienen mayor
' N2 CB4856 OAR137 . - e mvidati
(Lab) (Hawa) Arg) capacidad de resistir el estrés oxidativo que la cepa
Figura 18. Porcentaje de supervivencia al estrés N2. Es posible que la ausencia de condiciones

oxidativo y el desvio estandar correspondiente. Este fue

medido para cada individuo luego de permanecer 1 hora
en contacto con una solucion de hierro 10mM. Se
realizaron un total de 9 determinaciones en 3 dias
distintos, utilizandose alrededor de 30 animales para
cada ocasion. N2 en gris, CB4856 en naranja y OAR137
en celeste.
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Alimentacién. Ha sido ya largamente establecido, no sélo en C. elegans sino en levaduras y
vertebrados, que la restriccion dietaria (sin llegar a la malnutricidn), aumenta el tiempo de vida y la
resistencia a estresantes ambientales de los organismos (61; 62; 63). En C. elegans, por ejemplo,
mutantes en el gen que afecta la funcionalidad faringea, hace que los animales entren en restriccion
dietaria, llevando a un aumento de méas del 30% en su supervivencia y capacidad de resistir estresantes
(64). Sin embargo, la restriccion dietaria tiene un costo: la disminucion de la capacidad reproductiva
(65). Dado el perfil que observamos en la cepa silvestre OAR137 (Reducida cantidad de progenie y
aumentada capacidad de resistencia contra estrés oxidativo), surge la hipotesis de que quizas estos
animales estén en un estado similar a la restriccion dietaria. Como resulta obvio, la forma més natural
de llegar a la restriccion dietaria es limitando la cantidad de alimento ingerido. Es por ello que medimos
la ingesta de alimento en las cepas salvajes (CB4856 y OAR137) y la cepa N2 ampliamente utilizada en
el laboratorio. Para ello utilizamos una bacteria E. coli transformada con un plasmido conteniendo el
gen de la proteina verde fluorescente (GFP) y un gen de resistencia al antibiético ampicilina. La bacteria
fluorescente consumida por los gusanos se puede visualizar en el intestino de los animales y cuantificar
facilmente bajo microscopia de fluorescencia. 24hs previas al ensayo se transfirieron 40 gusanos L4 de
cada una de las cepas a testear en placas con bacteria OP50 comun (sin GFP) como fuente de
alimentacion para que estos estén bien alimentados (Ver materiales y métodos). Al dia siguiente, se
colocaron estos mismos individuos (ya adultos de estadio 1) en placas de NGM que contenian ampicilina
sembradas con la bacteria que expresa GFP, por 5 minutos. Luego se montaron estos animales en pads
de agarosa y se tomaron fotografias en el microscopio de fluorescencia. El andlisis y la cuantificacién
de la fluorescencia intestinal se realiz6 mediante la utilizacion del software Image J FIJI. Como se
observa en la figura 19, no observamos diferencias significativas en la cantidad de bacteria fluorescente
en el intestino entre las tres cepas. Esto sugiere que la ingesta alimenticia es comparable entre las cepas
salvajes y la cepa silvestre, y no es esta la razén de las diferencias observadas en la fertilidad y la

respuesta a estrés.
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Figura 19. lzquierda. Fotografias (aumento 10X) de animales alimentados con .E. coli OP50-GFP
(fluorescencia verde) durante 5 minutos. Nétese la fluorescencia en el tubo digestivo. Derecha:
Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia en el tubo digestivo. El andlisis estadistico aplicado
indica que no hay una diferencia estadisticamente significativa (P = 0,859) entre todos los grupos
testeados.
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Thrashes. Para evaluar la locomocién en medio liquido se estudié en las cepas de interés un
parametro de movilidad de los nematodos conocido como “thrashes” (54). Para llevarlo a cabo se
utilizaron placas de 96 pocillos con fondo céncavo
en donde se colocd un gusano por pocillo en 200yl
de medio liquido M9. Luego de 6 minutos de
habituacién, se cuantifico el nimero de cambios de

250-1 curvatura que sufre la parte media del cuerpo del

==
E animal durante un periodo de 30 segundos. El
B 200~
g grafico resultante muestra que, de manera
(O]
’; an o significativa, la cepa OAR137 presenta cambios
120} ¢ mas réapidos en su curvatura en relacion a las demas
3 n=93 n=88 n=93 . .
ol r : ¢ cepas testeadas (Figura 20). La medicion de
N2 CB4856 OAR137 . .
(Lab) (Hawai) (Arg) thrashes por minuto de la cepa de laboratorio N2 da

Figura 20. Arriba: Cambio de curvaturaen medio ~ un valor promedio general de 189,505+ 17,712

liquido denominado “thrash”. Este fenotipo se (S.P., n=93). Para las cepas CB4856 y OAR137 este
utiliza como parametro de locomocién. Abajo. o '

Promedio y desvio estandar del numero de  parametro es de 210,273+21,628 (S.P., n=88) y
“thrashes” por minuto. N2 en gris, CB4856 en .
naranja y OAR137 en celeste. 217,677+18,114 (S.P., n=93) respectivamente. Por
comparacion mediante analisis estadistico, se
obtuvieron diferencias altamente significativas entre las cepas salvajes (OAR137 Y CB4856) y la cepa
estandar de laboratorio (p <0,01, test de ANOVA), e incluso diferencias significativas entre las dos cepas
silvestres (OAR137 Y CB4856) (p = 0,010, test de ANOVA). Este componente argumenta a favor de
la similitud entre cepas salvajes y la posible adaptacion y alteracion genética de N2 en el laboratorio.
Ademas, la hiperactividad en liquido que presenta la cepa aislada en Argentina es un parametro de

potencial relevancia en estudios relacionados a la transmisién neuromuscular.

Levamisol. Con el propésito de complementar el ensayo anterior y conocer si existe una alteracion
en la transmision neuromuscular, se evalud la movilidad de las distintas cepas bajo el efecto del
compuesto agonista de los receptores nicotinicos musculares levamisol. En las sinapsis quimicas, la
exocitosis de un neurotransmisor de la neurona presinaptica da como resultado la activacion de los
receptores postsinapticos y finalmente conduce a la excitacion o inhibicion de la célula postsinaptica.
Al igual que los mamiferos, C. elegans usa acetilcolina (ACh) para controlar la contraccion muscular.
La ACh liberada de las neuronas motoras colinérgicas hacia la hendidura sinéptica activa los receptores
colinérgicos ionotrdpicos en el muasculo de los nematodos, lo que lleva a la entrada de calcio al masculo
y, por lo tanto, a la contraccién. Levamisol, una droga utilizada como nematicida en el tratamiento de

parasitosis, ejerce su efecto terapéutico activando uno de los dos tipos de receptores colinérgicos en los
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Figura 21. En la unién neuromuscular de los nematodos la liberacién
de acetilcolina permite la contraccion del masculo y el movimiento. El
agente nematocida levamisol produce una hiperactivacion de los
receptores de ACh en el musculo produciendo paralisis espastica y

muerte.

Resultados

Levamisol musculos de la pared corporal

produciendo  hipercontraccion

muscular 'y paralisis de la

r\® mayoria de los nematodos,

= ( gt incluido C. elegans (Figura 21)
: W (66; 67; 55).

Para conocer de manera

Paralizado

Hl

S
Hipercontraccién

general la posible existencia de

alguna  diferencia en la
transmision neuromuscular, se
colocaron individuos adultos de
estadio en placas que contenian
0.5mM de

analizo, luego de 75 minutos, el

levamisol, y se

nimero de nematodos paralizados (Para mas detalles, ver la seccion materiales y métodos). La paralisis

fue definida como la pérdida de movimiento en respuesta al toque con un hilo de platino tres veces en

la parte anterior y posterior del cuerpo. A partir de este ensayo farmacoldgico se obtuvo la figura 22.

Como se puede observar en el gréfico, encontramos diferencias significativas entre la cepa de laboratorio
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Figura 22. Porcentaje de pardlisis inducida por el
agonista de los receptores nicotinicos musculares,
levamisol para las tres cepas testeadas. En el grafico se
muestran la media y el desvio estandar.
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N2 y ambas cepas salvajes (CB4856 y OAR137)
(p< 0.05).

diferencias entre estas Ultimas. Esta resistencia a

Sin embargo, no se hallaron
levamisol nunca habia sido reportada en ninguna
cepa silvestre. Estos resultados podrian estar
indicando la existencia de diferencias a nivel
neuromuscular, ya sea en los receptores
musculares o en las cascadas rio abajo de estos.
Esperamos en un futuro poder complementar el
ensayo con el uso de la droga aldicarb (inhibidor
de la enzima acetilcolinesterasa), y conocer
concretamente el nivel pre o postsinaptico de

estas diferencias observadas.
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DISCUSION

Los organismos modelo son necesarios para identificar mecanismos moleculares fundamentales,
muchos de los cuales presentan gran implicancia biomédica, y también para avanzar en el entendimiento
de los procesos evolutivos. La mayoria de las investigaciones realizadas sobre C. elegans ha abordado
las propiedades de este animal en un Unico entorno de laboratorio. Dado que el protocolo estandar de
congelamiento de cepas surgié varios afios después del primer aislamiento, la cepa salvaje N2 ha
acumulado mutaciones, que dieron origen a un fenotipo disimil al hallado en la naturaleza (39). En los
ultimos afos, varios investigadores han dedicado sus esfuerzos al estudio de cepas salvajes de C. elegans
con el objeto de poder evaluar fenotipos que resultan enmascarados en la cepa estandar de laboratorio.
En este trabajo contribuimos a esta idea aislando una nueva cepa del nematodo en los suelos de nuestra
region y evaluando sus principales propiedades fenotipicas para verificar el grado de similitud con N2.
En este punto, es importante mencionar que, si bien mandamos a secuenciar el genoma de nuestra cepa,
al dia de hoy no tenemos los resultados, lo que impide conocer el origen evolutivo de la cepa aislada.
C. elegans es principalmente un colonizador de habitats ricos en microbios, incluyendo materia organica
en descomposicion, donde los recursos son finitos y se agotan rapidamente. Por lo tanto, existe una
posibilidad de que la cepa aislada en Argentina haya sido transportada en sus origenes en alguna
embarcacion asociada a cultivos agricolas del exterior. Incluso, hay registros de que C. elegans media
interacciones positivas entre las plantas leguminosas y las bacterias rhizobium, y por lo tanto juega un
rol importante en la rizosfera (68; 69). Sin embargo, independientemente de su procedencia exdgena o
autoctona, nuestros datos son de utilidad para avanzar en el entendimiento de procesos altamente

conservados, asi como facilitar el estudio de preguntas bioldgicas fundamentales.
Aislamiento de una cepa perteneciente a la especie C. elegans.

El aislamiento de mas de 40 nematodos a partir de un solo muestreo nos indicé que el método
utilizado para este fin fue satisfactorio (Agar culture plate method). A pesar de la simpleza de la técnica,
el principal inconveniente radica en la gran contaminacion de los aislamientos obtenidos, ya que estos
permanecen en contacto con restos de materia vegetal y otros microorganismos presentes en el suelo,
para lo que, en la mayoria de los casos, es necesario aplicar un protocolo de decontaminacion. Esta
dificultad menor se podria haber evitado con técnicas alternativas descriptas en la bibliografia como la
del Embudo de Baermann, particularmente Gtil en el caso de querer obtener nematodos que no son
atraidos por la bacteria E. coli, o cuando se los requiere libre de esta (16). Sin embargo, considerando el
éxito del método de placas de agar, el uso casi obligatorio de la técnica de Bleaching para descontaminar

no deberia ocasionar una dificultad extra en el aislamiento de los nematodos de interés.
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Identificacion de la especie elegans.

Para aproximarnos a la deteccion del género Caenorhabditis, comparamos observaciones de la
velocidad de crecimiento, tamafio de individuos y presencia de hermafroditas entre los aislamientos y
dibujos de nematodos ya publicados en la web (16).

Esta identificacion fue completamente visual, teniendo por si, un margen de error dado por la
subjetividad del método. Sin embargo, luego de seleccionarse las cepas més similares a C. elegans,
confirmamos su pertenencia a la especie elegans mediante un anéalisis por PCR y cruzas sexuales
utilizando cepas de especies conocidas del género (16). Los cruces son los métodos de eleccion para
identificar formalmente una especie dentro del género Caenorhabditis, ya que segun su definicién una
especie se delimita por la capacidad de dar progenie fértil en cruce (70). Habiendo resultado positiva la
cruza sexual, evidenciada por progenie con el marcador fluorescente empleado, y ademas confirmando
la fertilidad de esta, no hay lugar a dudas que el nematodo aislado en el territorio argentino pertenece a
la especie buscada. Como se menciond anteriormente, es verdad que no podemos afirmar su origen, es
decir si realmente es un nematodo argentino o si este llegd a nuestro territorio en alguna embarcacién o
algun otro transporte. Para esto deberiamos realizar analisis evolutivos que no son el punto de enfoque
de nuestra investigacion. Esperamos en un futuro préximo poder contar con la secuencia genética de la
cepa de C. elegans aislada para comparar, mediante andlisis bioinformaticos, la secuencia de genes con
la de otros nematodos salvajes aislados en distintos sectores del mundo. Conocemos, e incluso ya
aceptaron nuestro ejemplar, un centro que recolecta nematodos salvajes de C. elegans, se encarga de
secuenciar sus genomas, y dispensa cepas a los investigadores que las requieran (Centro Caenorhabditis

elegans Natural Diversity Resource (CeNDR), https://www.elegansvariation.org/). De esta manera se

podran detectar la funcion de genes de fenotipo enmascarado en el nematodo de rutina N2.

Caracterizacion fenotipica del aislamiento.

En nuestro estudio fenotipico utilizamos como controles a la cepa canénica N2 y a CB4856 (Hawai),
cepa salvaje considerada una de las mas divergentes de la cepa estandar de laboratorio N2 (71). La
utilizacién de la cepa hawaiana, que ya fue evaluada en algunos fenotipos por otros laboratorios, junto
con N2 como controles, nos permite corroborar los resultados de nuestros ensayos con la bibliografia
existente, para asegurarnos que los experimentos fueron correctamente desarrollados. Este doble control
aumenta significativamente la validez de los hallazgos en nuestra cepa incognita OAR137. Cémo es de
esperar, la cepa OAR137 presenta fenotipos mucho més cercanos a la cepa silvestre CB4856 que a la

cepa de uso corriente N2, remarcando la ya mencionada adaptacion al laboratorio de esta Ultima.

Ensayos de reproduccion.

Nuestro estudio de las puestas de huevo en 1 hora mostro, en primer lugar, que la cepa canénica N2

utilizada en nuestro laboratorio deposita un promedio de 5 huevos por hora, concordando con la
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bibliografia existente (72). Encontramos, a su vez, que no existen diferencias significativas en la
velocidad de puesta de huevos entre las 3 cepas testeadas.

También evaluamos la progenie total de cada cepa. Debido a que, bajo condiciones normales, C.
elegans se reproduce por autofecundacion, el nimero de huevos puestos por individuo a lo largo de su
vida depende directamente del nimero de espermas que estos poseen, que actla de esta manera como
limitante. Tipicamente un hermafrodita de N2 (no fecundado por un macho) deja una descendencia
aproximada de 250-300 individuos (2; 13). Si bien el nimero de huevos de las cepas testeadas ronda
entre los valores presentados en la bibliografia, nuestro ensayo de cantidad de progenie prob6 que los
hermafroditas de N2 producen consistentemente un mayor nimero de progenie que las demas cepas
testeadas. Mientras que N2 presenta un promedio de progenie viable de 292,75+ 35,704, CB4856 y
OAR137 depositan en promedio 213,50+29,689 y 254,50+41,421 huevos viables respectivamente (S.P.,
n = 8). Estos resultados concuerdan con lo propuesto por Hodgkin (1991), quien ve posible que el “brood
size” de especies salvajes es considerablemente diferente al de la cepa N2. Como mencionamos, la cepa
de Bristol estuvo en cultivo de laboratorio por décadas antes de ser utilizada como la cepa salvaje de
referencia de los genetistas, y puede, por lo tanto, no ser representativa de las poblaciones naturales. El
cultivo continuo de poblaciones puede llevar a la fijacion de mutaciones espontaneas, especialmente
cuando éstas no suponen una desventaja selectiva en condiciones de laboratorio (73). En este caso, es
posible que las condiciones favorables del laboratorio (disponibilidad constante de alimento, ausencia
de estresantes abidticos, ausencia de predadores y competidores) haya ejercido una presion selectiva
sobre genes que aumentan la  capacidad reproductiva (ver mas  adelante).
Dado que el nimero de crias de la autoprogenie viene determinado por el nimero de espermatozoides,
y que, por lo tanto, la mayoria de los ovocitos permanecen sin fecundar, podria parecer selectivamente
ventajoso aumentar el numero de espermatozoides y en consecuencia de la progenie. Sin embargo, varios
autores probaron la desventaja de este proceso. Un aumento de espermatozoides esta asociado a un
retraso en el inicio de la oogénesis y consecuentemente, a un incremento en el tiempo de generacion
entre huevos dando como resultado un crecimiento lento de la poblacién. Un aumento en el tamafio de
puesta es por lo tanto un caracter que puede ser seleccionado en contra (74; 51; 73). En este sentido,
diversos autores concuerdan en la existencia para varias especies, desde invertebrados a vertebrados
superiores, de un namero éptimo de cria (75; 76; 77).

El hecho de no encontrar diferencias en la velocidad de puestas de huevos por hora durante el primer
dia de fertilidad, pero si en la cantidad promedio de progenie total por individuo hermafrodita, nos llevd
a hipotetizar que el tiempo fértil de la cepa N2 es mas largo que en las cepas silvestres. Para ello
evaluamos la progresion de la deposicion a lo largo de los dias testeados. Si bien no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos para los primeros dias (coincidiendo con el ensayo de huevos
en 1 hora en el primer dia de puesta), a partir del tercer dia, se empiezan a visualizar diferencias
estadisticamente significativas en los valores medios de huevos. Las cepas salvajes dejan de oviponer
alrededor del cuarto dia, mientras que la cepa de laboratorio continta por algunos dias més, confirmando

nuestra hipotesis. La deposicion méas prolongada en N2 ha sido observada también por otros autores
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quienes ademas encontraron, al igual que lo observado por nosotros, que los hermafroditas de la cepa de
laboratorio alcanzan un pico de produccién de progenie en el dia 2 de la edad adulta luego del cual
muestran un declive (78). Independientemente del nimero promedio, todas las cepas de C. elegans
depositan la mayor cantidad de huevos los primeros dias, lo sugiere de alguna forma que en la naturaleza
prevalece la estrategia reproductiva R-selected para C. elegans, y, por lo tanto, es de esperar la
compensacion a favor de crias tempranas, en lugar de méas grandes (79). Esta observacion es similar a
lo registrado por otros autores (51). En conclusién, N2, adaptado al laboratorio, presenta un periodo
fértil mas amplio en relacion a las dos cepas salvajes, y es esta la posible causa del mayor nimero de
progenie promedio observado.

Resistencia a estrés.

Dado que hallamos diferencias significativas entre la cantidad de crias de las cepas salvajes (CB4856
y OAR137) y la cepa estandar de laboratorio N2, decidimos evaluar si estas se asocian a un fenémeno
de compensacion o “trade-off” con la resistencia de los individuos a diferentes condiciones de estrés. En
algun nivel, todos los organismos experimentan limitaciones sean energéticas, genéticas, fisioldgicas,
de desarrollo y ecoldgicas. Para tener éxito en entornos dindmicos (comunes en condiciones naturales),
los organismos deben contar con diferentes herramientas para amortiguar los efectos de estos cambios.
Como argumentan Aprison y Ruvinzky (81), una estrategia reproductiva que se limite a maximizar la
produccidn de crias es probablemente desventajosa porque podria conducir a una pérdida catastréfica de
viabilidad en condiciones desfavorables. Como ya hemos mencionado a lo largo de esta tesina, una
estrategia muy bien documentada para hacer frente a condiciones extremas es la formacion de larvas
dauer en Caenorhabditis elegans. Sin embargo, dado que los gusanos sélo pueden entrar en la fase dauer
durante una ventana de tiempo limitada (al final del periodo larvario L1) se espera que los demas estadios
de desarrollo tengan también diferentes estrategias para hacer frente a entornos adversos. Dado que, en
muchos organismos (C. elegans, Drosophila, algunos vertebrados e incluso plantas) se ha reportado que
la capacidad reproductiva sigue una relacién inversamente proporcional a la capacidad de estos seres
vivos para resistir estrés (81) (82) (83), decidimos evaluar la resistencia a concentraciones altas de un
agente oxidante, FeSo4 (12). Con nuestros ensayos probamos que ambas cepas salvajes son mas
resistentes al estrés oxidativo en relacién a la cepa de laboratorio N2, que deja un mayor nimero de
crias. La compensacion entre la resistencia al estrés y la aptitud reproductiva ya ha sido reportada para
esta especie por otros autores (82). Este fendmeno de aumento de resistencia a condiciones desfavorables
y disminucion de la fertilidad es tipico de organismos sujetos a restriccion dietaria (65; 61; 62; 63). La
restriccion dietaria produce una regulacion en baja de la via de la insulina /IGF-1 y un consecuente
aumento de la activacion de factores de transcripcion relacionados con la resistencia a estrés tales como
DAF-16/FOXO, SKN-1 y HSF-1 (12; 83). Nuestra evaluacion de la ingesta de alimentos no arrojo
diferencias significativas entre las 3 cepas. Sin embargo, esto no implica que los animales silvestres no

exhiban algunas caracteristicas tipicas de animales restringidos en su dieta, como por
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ejemplo una menor activacion del receptor de insulina, aun cuando la ingesta de comida es hormal. Se
conoce largamente que mutantes nulas en este receptor de insulina (DAF-2) en la cepa N2, por ejemplo,
son extremadamente longevos y resistentes a estrés, dejan poca progenie y tienen ingesta de alimentos
normales (11; 84; 85). Seria interesante, entonces, evaluar la via de la insulina en estos animales aislados
de la naturaleza para determinar si, en condiciones basales, existen diferencias en su nivel de activacion

que puedan explicar su resistencia a estrés oxidativo.

Locomocién.

Uno de los resultados que méas nos sorprendid en este trabajo, surgi6 al comparar la velocidad de
nado de los animales en medio liquido como parametro de movilidad.

Las cepas silvestres presentan una velocidad de nado mucho mayor que la cepa N2. Segln nuestra
blUsqueda, estas diferencias en la locomocion entre cepas silvestres y la cepa de laboratorio no habia sido
reportada previamente. Si bien es necesario corroborar estas diferencias con otros tests (por ejemplo,
velocidad de locomocion en medio sélido), podemos especular las razones ecoldgicas que median estas
diferencias. Es muy posible que la velocidad de movimiento sea crucial en la naturaleza, ya sea para
escapar de predadores o para llegar antes a fuentes de alimento. Estos estimulos estuvieron ausentes por
mas de 300 generaciones en la cepa N2, con lo cual esa presion de seleccion hacia animales méas veloces
posiblemente haya desaparecido dando como resultados animales levemente mas lentos. Mas alla de
esta especulacion, es evidente que existen mecanismos moleculares que expliquen esta diferencia en la
locomocidn. Si bien la locomocidn es dependiente de diversos factores neuronales (percepcion de un
estimulo, actividad de neuronas comando e interneuronas, etc.) y no neuronales (estado metabdlico y
disponibilidad de energia del organismo), la unién neuromuscular es clave en el movimiento. Teniendo
en cuenta que en C. elegans se puede realizar una evaluacion farmacolégica sencilla de la funcionalidad
de esta sefializacion, nos centramos en este aspecto.

Nuestro estudio de pardlisis inducida por levamisol, agonista de los receptores nicotinicos musculares
de nematodos, mostr6 una mayor resistencia de ambas cepas salvajes en relacién a N2. Estos datos
pueden estar indicando la existencia de diferencias importantes a nivel de la transmision neuromuscular,
especificamente en la postsinapsis. Las razones de esta resistencia parcial a levamisol podrian ser, entre
otros: i) menor expresion de los receptores de AChR musculares, ii) menor funcionalidad de estos
receptores, iii) diferencias en los mecanismos que acoplan la entrada de calcio con la contraccion
muscular. Si bien al enumerar estas opciones, se piensa en diferencias puramente postsinapticas, las
mismas pueden darse como compensacion en respuesta a una elevada liberacion del neurotransmisor
acetilcolina, es decir a un fendmeno presinaptico. En este sentido, se ha observado que mutantes (en N2)
relacionadas con una mayor liberacion del neurotransmisor ACh se mueven méas velozmente y son
ligeramente mas resistentes a levamisol que la cepa control (86), algo similar a lo que observamos en
las cepas silvestres. Para dilucidar el nivel de la alteracién neuronal, presinéptica o postsinptica

deberiamos ensayar, ademas, con la droga aldicarb (no disponible en nuestro laboratorio en el momento
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del desarrollo de esta tesina) (87). Los farmacos aldicarb y levamisol actlan sobre diferentes
componentes de la unién neuromuscular (NMJ), y como mencionamos anteriormente su aplicacion
permite, por un lado, detectar diferencias en la transmisidén sindptica neuromuscular y ademas,
determinar la ubicacion de dicha alteracion. Aldicarb es un inhibidor de la acetilcolinesterasa (AchE)
enzima presente en la hendidura sinaptica que hidroliza ACh en acetato y colina, por lo que, en presencia
de este compuesto, la ACh se acumula en la hendidura sinéptica provocando una sobreactivacion de los
receptores colinérgicos, hipercontraccion muscular, parélisis y finalmente la muerte. Si un gusano
mutante es resistente al aldicarb, pero no al levamisol (quien activa uno de los dos tipos de receptores
colinérgicos en los musculos de la pared corporal), es probable que el gen afectado funcione en la
presinapsis. Por el contrario, si una cepa presenta resistencia a ambos farmacos, es probable que existan
diferencias en la postsinapsis. Es importante considerar, ademas, que en casos en los que hay una elevada
liberacion de ACh, estos animales son hipersensibles a aldicarb (pero no a levamisol) (86). Esperamos
en un futuro poder complementar nuestro ensayo con el uso de la droga aldicarb y conocer
concretamente el nivel pre o postsinaptico de estas diferencias observadas.

Recientemente, hemos obtenido del CeNDR 12 cepas genotipicamente diferentes que, a partir de
medidas independientes repetidas de un fenotipo determinado combinado con anélisis bioinformatico
de los genomas, permiten comenzar con el rastreo de posibles genes responsables de las diferencias
observadas. En este caso, tenemos proyectado medir la locomocidn y la resistencia a levamisol/aldicarb
de estas cepas. Para ello hemos adquirido un sistema que permite cuantificar, de manera automatica, el
movimiento en liquido de varias cepas al mismo tiempo, denominado WMicrotacker

(https://www.phylumtech.com/home/es/wmicrotracker-one-esp/), lo que permitirda acelerar la

evaluacion fenotipica.
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CONCLUSIONES FINALES

A pesar del intenso trabajo de laboratorio sobre C. elegans, muchas caracteristicas importantes de
esta especie en la naturaleza siguen siendo un misterio. Los estudios biol6gicos que utilizan a C. elegans
como modelo experimental estdn basados como Unica herramienta en la cepa estandar de laboratorio
N2. Teniendo conocimiento de su adaptacion al laboratorio, y ain més, confirmando bajo esta tesina las
diferencias significativas existentes con cepas salvajes, se sugiere el uso adicional de cepas silvestres en
estudios con nematodos, ya que de otra manera se esta limitando la gama de informacién que la especie
puede brindar e incluso, en algunos casos, se puede estar arribando a conclusiones erréneas o alejadas
de la situacion real.

Nuestros andlisis fenotipicos revelan diferencias sustanciales con la cepa de laboratorio. En primer
lugar, la velocidad de movimiento en liquido de la cepa aislada en Argentina (OAR137) es
significativamente mayor que la cepa de laboratorio N2. Este resultado, sumado a que la cepa OAR137
es mas resistente a la accidon paralizante del agonista nicotinico levamisol, sugiere diferencias
importantes en la transmision neuromuscular de ambas cepas. Ademés de las diferencias motoras,
encontramos que los individuos de OAR137 presentan un modelo poblacional de aglutinacion, con
agregacion social de animales (en comparacion al patron solitario y disperso caracteristico de N2) y que
dejan un menor numero de descendencia. Al mismo tiempo, encontramos que OAR137 (que deposita
un menor ndmero de huevos) es mas resistentes al estrés oxidativo en relacién a la cepa de laboratorio
N2, que deja un mayor nimero de crias. Esto Gltimo puede estar sugiriendo la existencia en la naturaleza
de un “trade-off” entre la reproduccion y la resistencia a estresantes.

Aprovechando la disponibilidad de varias cepas aisladas en otras regiones del mundo, cuyo genoma
estd secuenciado, la factibilidad de realizar “Whole Genome Sequencing” en la cepa que aislamos y
nuestra experiencia en el analisis de circuitos neuronales y de la unién neuromuscular de C. elegans,
intentaremos identificar las bases moleculares de las diferencias fenotipicas observadas en la
locomocién. Dada la conservacion de procesos fundamentales en todo el reino animal, este estudio
podria contribuir al entendimiento universal de la transmision nerviosa.

El aislamiento de una nueva cepa de este modelo ampliamente usado en la actualidad, deja abierto
un campo de investigaciones sobre un nuevo fondo genético que puede aportar datos relevantes para la
anotacion funcional de genes y fenotipos que ain no fueron descriptos. En conclusion, con nuestro
estudio contribuimos a mejorar la comprension de la historia natural de C. elegans lo que colabora a
establecerlo como especie modelo para estudios evolutivos y ecoldgicos y ademas, ofrecemos un

organismo con el que se podrén estudiar posibles genes enigmaticos, enmascarados en N2.
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