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RESUMEN

La sefializacién celular controlada por la superfamilia de “Transforming Growth Factor B” (TGFB) tiene
un papel clave tanto en el desarrollo embrionario como en la homeostasis celular de los tejidos adultos.
Aunque el funcionamiento basico de las rutas de TGFB es conocido, no lo es tanto su modulacién, por
ejemplo por parte de los microRNAs o de diversos correceptores de membrana plasmatica. Debido al
protagonismo de las rutas de TGFB en numerosos procesos bioldgicos y patolégicos, la investigacion sobre
los moduladores de TGF comprende un campo importante, tanto desde un punto de vista biolégico como
biomédico. Como la sefalizacidn por TGFp estd relativamente conservada evolutivamente, hemos elegido el
nematodo Caenorhabditis elegans como modelo experimental. En C. elegans existen dos rutas de TGFf
conocidas: TGFB Sma/Mab, implicada en la adquisicién del tamafio corporal, entre otros procesos; y TGFB
Dauer, que regula la entrada en el estadio de resistencia conocido como dauer. Hemos encontrado dos

nuevos reguladores de la sefializacion de TGFp: la familia de microRNAs de mir-58 y el correceptor SMA-10.

En cuanto a la familia de mir-58, el mutante disponible para cuatro de los cinco miembros de esta
familia de microRNAs es pequefio e incapaz de formar dauers. Nuestros resultados indican que la familia de
mir-58 inhibe, mediante su unidn a los 3’UTRs, la expresion de los mRNAs de dbl-1, sma-6, daf-4 y daf-1,
todos ellos miembros clave y reguladores positivos, de las rutas TGFB Sma/Mab y/o TGFB Dauer. Hemos
comprobado que, consistentemente con lo anterior, ambas rutas estdn sobreexpresadas en el mutante de la
familia de mir-58. Experimentos epistdticos sugieren que la incapacidad de producir dauers de dicho
mutante es debida a la sobreexpresion de TGFB Dauer. En cambio, aunque la familia de mir-58 inhibe el
crecimiento a través de TGFB Sma/Mab, estos microRNAs tienen un efecto predominantemente promotor
del tamafio corporal de forma independiente a TGFB Sma/Mab. Asimismo, por lo que respecta a la
regulacion de la familia de mir-58, hemos observado que la expresion de dos de sus miembros, mir-58 y
mir-80, esta, a su vez, positivamente controlada por TGFB Sma/Mab, creando asi un bucle regulatorio

negativo entre estos microRNAs y TGFB Sma/Mab.

También hemos encontrado que la proteina transmembrana SMA-10 participa de la ruta TGFB
Sma/Mab como regulador positivo del tamafio corporal de C. elegans, aunque este resultado ha sido
publicado de forma independiente durante el transcurso de esta tesis. Nuestro trabajo muestra que SMA-10
es un componente dispensable en la sefializacién por TGFB Sma/Mab: mientras que regula algunos fenotipos
de la ruta como el tamano corporal o el periodo reproductivo, no afecta a otros fenotipos regulados por
TGFB Sma/Mab, como la longevidad o inmunidad. Finalmente, hemos descubierto que SMA-10 tiene un
papel inmunoprotector, dependiente de la ruta de Insulina, actuando corriente arriba de su Unico receptor

en nematodos, DAF-2.
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ABSTRACT

Transforming Growth Factor B (TGFB) comprises a family of protein ligands involved in a wide range of
animal processes, which play a key role in development and cellular homeostasis. Although the basic
elements of the TGFB signaling pathway are well known, there are also many side regulators, such as
microRNAs and transmembrane coreceptors, which need to be investigated. Since TGFp signaling is key to so
many biological and pathological processes, it is important to study in detail those regulators. Given the
relative evolutionary conservation of TGF pathways, we have tried to discover new TGFf regulators using
the model organism Caenorhabditis elegans. Two TGFB pathways are known in C. elegans: TGFB Sma/Mab,
involved in many phenotypes such as body size, and TGFP Dauer, which controls the decision to enter an
alternative larval stage known as dauer, designed to resist harsh environmental conditions. We have found

two new TGFp regulators, the microRNA family mir-58 and the transmembrane protein SMA-10.

It is known that a mir-58 family mutant, which lacks four of its five members, is small and dauer
defective. Our results show that mir-58 family inhibits the expression of dbl-1, sma-6, daf-4 and daf-1
mRNAs through their 3’UTRs. All these mRNAs are key members, and positive regulators, of TGFB Sma/Mab
and/or TGFB Dauer. In agreement, we have found that both TGFB pathways are upregulated in the mir-58
family mutant. Our epistatic analyses suggest that the dauer defectiveness of the mir-58 family mutant is
caused by an overexpression of TGFB Dauer. In contrast, the small size of the mir-58 family mutant is
unrelated to TGFB Sma/Mab. We have discovered that, independently of the overall positive role on body
size, mir-58 family also shows an additional inhibitory role on growth, which depends on its interaction with
TGFB Sma/Mab. Moreover, in relation to mir-58 family regulation, we show that TGFB Sma/Mab, in turn,
positively controls the expression of two members of this family, mir-58 and mir-80. Therefore a negative

feedback loop is present between those microRNAs and TGFP Sma/Mab.

We also found that the transmembrane protein SMA-10 is a positive regulator of C. elegans body size,
although this result was published after we discovered it independently. Our research shows that SMA-10 is
not an obligated member of the TGFB Sma/Mab signaling: while this coreceptor participates of some of the
phenotypes controlled by that pathway, i.e. body size and reproductive span, it does not of other TGF
Sma/Mab functions, i.e. longevity and immunity. Additionally, we show that SMA-10 plays a new role in

immunity, dependent on the insulin pathway and upstream of the insulin receptor DAF-2.
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1. TGFB (Transforming Growth Factor (3)

La superfamilia de factores de crecimiento TGFB es crucial para el desarrollo y mantenimiento de la

213, 221

homeostasis de los metazoos . Todos los componentes de la ruta gobernada por estos ligandos estan

altamente conservados en la evolucién y regulan diversas funciones celulares como el crecimiento,

177,221

adhesion, migracion, apoptosis y diferenciacion . Alteraciones en la sefalizacidn a través de estas rutas

son origen de diversas enfermedades, por lo que el estudio detallado de su funcionamiento es clave para
combatirlas'>® 721322,
Los ligandos TGFp son sintetizados como precursores, que han de ser procesados por proteasas para

2! Forman dimeros que son reconocidos por un complejo receptor

poder ser funcionales™™
heterotetramérico localizado en la membrana plasmatica, constituido por dos tipos de receptores serin
treonin quinasa (tipo | y tipo Il), aunque en algunos casos también pueden participar otros correceptores
para regular la unién del ligando. Una vez que se une el factor de crecimiento, el receptor tipo Il
constitutivamente activo fosforila al de tipo |, activdndolo y haciéndolo reconocible por sus substratos, los
Smads regulados por receptores (R-Smads). Los R-Smads se activan mediante fosforilacion y forman
complejos heteroméricos con Co-Smads (Smads mediadores comunes), que entrardn en el nucleo para

regular la transcripcién (Figura 1-1)%% 222,

Ligando
Correceptor

=

i illll T I O N I T T
] v

Receptor
Tipo | Receptor

Tipo |l

Regulacion

smads [’ r’ génica

Cofactor de
transcripcion

Figura I-1: Esquema de los componentes de la ruta de TGFB.Tras la unién de TGFB al complejo receptor de
la membrana plasmatica, se activan los factores de transcripcion Smads que regulan la transcripcién de
genes en el nucleo.

El contexto tisular en el que se produce la sefializacién por TGFB es determinante para que se

desencadenen respuestas celulares especificas. Por lo tanto, su sefalizacién esta estrechamente regulada a

59, 139, 177

diferentes niveles . En un primer nivel, la variabilidad en la respuesta radica en la diversidad de
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ligandos y su expresion diferencial. En humanos, la superfamilia de TGFB comprende mas de 30 ligandos,
qgue se pueden dividir en subfamilias en funcién de su similitud en secuencia y funcién: TGFBs, BMPs, GDFs,

MIF, activinas o inhibinas®***”/

. Estos ligandos, una vez activos, también pueden estar secuestrados por otras
proteinas que inhiben la unién al complejo receptor. A su vez, muchos de estos ligandos pueden asociarse
con varios complejos receptores, compuestos por diferentes receptores de tipo | y Il. En concreto, se han
descrito siete receptores tipo | y cinco receptores tipo Il en humanos, cuyos niveles de expresidon determinan
la presencia de cada uno de ellos en la membrana plasmatica. Ademas, en la unién del ligando a su complejo
receptor pueden intervenir correceptores que modulen especificamente esta interaccidon, como Betaglicano,

59,177,221
M

Endoglina o RG . Aunque los correceptores fueran definidos originalmente por su papel facilitador o
promotor de la unién del ligando al complejo receptor, estudios recientes han afiadido funciones adicionales
como reguladores de la localizacidn e internalizacidn del complejo receptor o como antagonistas de la accién
del ligando®. Por Ultimo, esta regulacién a nivel extracelular también estd acompafiada por una compleja
regulacion intracelular a nivel de Smads y pone de manifiesto la enorme complejidad de la seializacién por

59, 139,177

la superfamilia de TGF

La superfamilia de TGFB es menos numerosa en el organismo modelo Caenorhabditis elegans®, lo que
ofrece una ventaja experimental para su estudio. Ademas, desde que Sydney Brenner publicara otras
ventajas de C. elegans como organismo modelo para la investigacién®’, este nematodo ha servido para
identificar muchos componentes de rutas de sefializacion que posteriormente han sido validados en

humanosZS, 106, 161

. Su genoma codifica Unicamente para cinco ligandos tipo TGF(, aunque sélo se ha descrito
con detalle el mecanismo de sefalizacidon para dos de ellos: DBL-1 y DAF-7. Un tercer ligando, UNC-129, se
une a un receptor de netrina (UNC-5) y no se han descrito ni receptores ni Smads convencionales. A los otros
dos ligandos restantes, TIG-2 y TIG-3, todavia no se les ha asignado una funcién bioldgica®®. Las dos rutas de

TGFB descritas en C. elegans para DBL-1 y DAF-7 son TGFP Sma/Mab y TGFB Dauer, respectivamente.

1.1. Ruta TGFB Sma/Mab

La ruta TGFB Sma/Mab se describid originariamente como responsable del control del tamafio (Sma —

146, 193

small) y de la morfologia de la cola de los machos (Mab — Male abnormal) . Mas tarde, se observé que

esta ruta es pleiotrépica, con implicaciones en otros aspectos fundamentales de la biologia del nematodo

134
d

como la resistencia frente a infecciones de patégenos™®, la longevidad', la duracién del periodo

reproductivo™” o el aprendizaje®".

El ligando de la ruta TGFB Sma/Mab es DBL-1 y su complejo receptor esta formado por un receptor de

113

tipo | especifico de la ruta, SMA-6'*, y otro de tipo I, también comun a la ruta TGFB Dauer, DAF-4**. La

sefializacion intracelular de TGFB Sma/Mab estd gobernada por los factores de transcripcion R-Smad SMA-2
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y SMA-3 y el Co-Smad SMA-4'7® que, una vez activos en el nicleo, se unen a otros cofactores de

transcripcion (SMA-9, LIN-31, MAB-31) para regular la expresion génicaee.

La regulacién de la transcripcion del ligando DBL-1 de TGFB Sma/Mab es una cuestion sélo
parcialmente esclarecida. Kratsios y colaboradores han descrito que estd regulada por el factor de
transcripcidn UNC-3 en neuronas motoras'*?, lo que estd en concordancia con la funcién que ejerce TGFB
Sma/Mab en las sinapsis neuromusculares, observada por otros autores®®. El factor de transcripcion CEH-28
también regula la transcripcién de DBL-1 en la neurona motora multifuncional de la faringe M4 (encargada
de estimular su contraccién muscular y de secretar moléculas de sefializacion'’?) para controlar la morfologia
de las células glandulares adyacentes de la faringe'’®. Ademads, la expresién de DBL-1 disminuye en el estadio
de resistencia dauer'”, contribuyendo al drastico cambio metabdlico y morfoldgico de estas larvas' ** 8% ¢,
También la exposicidn a P. aeruginosa modula la expresion del ligando en las interneuronas AVA para mediar
el aprendizaje de evasidn frente al olor de bacterias patdgenas™'. Aparte de estos trabajos que asignan una
regulacion directa del ligando DBL-1, se piensa que el control del tamafio a través de la ruta TGF Sma/Mab
esta regulado por la percepcion de comida, aunque se desconoce el mecanismo molecular subyacente a este

194

fenotipo™". C. elegans reconoce una multitud de sefales ambientales a través de neuronas sensoriales

ciliadas®’. Mutantes con defectos en los cilios, como los defectivos en che-2, tienen un fenotipo pequefio

2198 En os cilios se

dependiente de la sefializacion por TGFB Sma/Mab, segin experimentos de epistasia
concentran una gran cantidad de receptores, como la guanilatociclasa GCY-12>%, que utilizan cGMP como
segundo mensajero’, siendo la proteina quinasa dependiente de cGMP, EGL-4, la responsable de transmitir

la sefial de GCY-12 y modular el tamafio de los nematodos a través de TGFB Sma/Mab® >* > 7>,

Hasta la fecha se han identificado diferentes reguladores de TGFB Sma/Mab extracelulares o
transmembrana como LON-1*****" LON-2%°, CRM-1°* y ADT-2*, asi como dos correceptores: DRAG-1°"* y

SMA-10%.

DRAG-1 es el Unico ortdlogo en nematodos de la familia de correceptores RGM humanos. Tian y
colaboradores observaron que DRAG-1 actuaba como un correceptor facultativo de TGFB Sma/Mab, ya que
modulaba positivamente la sefializacion y el tamafo corporal, pero no influia sobre la morfologia de la cola

de los machos®™.

Al igual que ocurre con DRAG-1, SMA-10 es el Unico ortélogo de las proteinas LRIG en C. elegans®™.
SMA-10 es una proteina anclada a la membrana plasmatica, compuesta por quince repeticiones ricas en
leucina (LRRs) y tres dominios de inmunoglobulina (Ig) en su parte extracelular®®. Las proteinas extracelulares
gue tienen LRRs estan englobadas en una superfamilia de proteinas con diferentes funciones en el desarrollo
del sistema nervioso y en inmunidad?®. Las LRRs son dominios que estan presentes en diversas proteinas y su

funcidén consiste en establecer un marco estructural que permite la interaccién entre diferentes proteinaslos.
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En el genoma de C. elegans se han encontrado nueve proteinas extracelulares con LRRs, aparte de SMA-10%%,
La superfamilia de proteinas con dominios de Ig es una de las mds numerosas en C. elegans y posiblemente
también en otros eucariotas multicelulares'®®. Miembros de esta superfamilia estan involucrados en diversas
funciones como el reconocimiento intercelular y en el sistema inmune de organismos superiores™®. En el
nematodo existen veintinueve proteinas con dominios de Ig localizadas en la superficie celular, como
SMA-10°"°, pero sélo tres (IGLR-1, IGLR-2, IGLR-3) combinan las LRRs con la presencia de algiin dominio de

Ig*®. Sin embargo, sélo se le ha asignado una funcidn bioldgica a SMA-10°*2%*.

Las proteinas humanas LRIG actian como reguladores de receptores con actividad tirosina quinasa,
como EGFR y FGFR'™, actuando como genes supresores de tumores en algunos tipos de cancer’®. Sin
embargo, su relacion con TGFB sélo se ha descrito, de momento, en C. elegans. Asi, su ortélogo SMA-10
actiia como modulador positivo de TGFB Sma/Mab, contribuyendo al control del tamafio corporal, pero no al
desarrollo de la cola de los machos®. Sin embargo, se desconoce si SMA-10 contribuye a otros fenotipos

controlados por TGFB Sma/Mab.

En cuanto a los genes diana de TGFB Sma/Mab, existen varios trabajos en los que se ha analizado la
actividad transcripcional de la ruta, mediante el analisis de “arrays” de expresién en diferentes mutantes de
TGFB Sma/Mab. Entre los genes controlados por esta via de sefializacidn se encuentran genes involucrados

123,133, 145,175 Ademds, se ha observado

en control del tamafo, la inmunidad, el ciclo celular y la reproduccién
que el receptor especifico tipo | SMA-6 es un gen diana positivamente regulado por la propia ruta, lo que

origina un bucle regulatorio positivo de TGFB Sma/Mab*** 7>,

1.1.1. Control del tamafio por TGFB Sma/Mab

La sefializacion de TGFB Sma/Mab depende de la dosis del ligando DBL-1. DBL-1 es secretado en
ciertas neuronas, como las de la cuerda nerviosa ventral™® '}, desde donde difunde hasta la hipodermis,
donde se une al complejo receptor formado por SMA-6 y DAF-4 para ejercer su funcion.

La hipodermis es el 6rgano responsable de controlar el tamafio corporal a través de TGFB Sma/Mab***.

La hipodermis o epidermis de C. elegans esta formada por el sincitio principal (hyp 7) y células hipodérmicas
mds pequefias en la cabeza y cola de los nematodos®. hyp 7 es un sincitio poliploide que envuelve el cuerpo
de los nematodos y que, entre otras funciones, almacena nutrientes e interviene en la formacion de la
cuticula® (Figura 1-2). El contenido en DNA de los nucleos de la hipodermis determina el tamafio corporal del
animal®® y se ha sugerido que TGFB Sma/Mab contribuye al crecimiento, precisamente, a través de la

modulacién de la ploidia de sus nucleos* *.



INTRODUCCION

Figura I-2: Hipodermis de C. elegans. Foto con 6ptica Nomarski de hyp 7 en la cepa silvestre N2. Las puntas
de flecha indican los nucleos hipodérmicos.

Adicionalmente, los estudios de expresion génica en mutantes de TGFB Sma/Mab indican que esta
ruta regula también la sintesis de coldgenos de la cuticula y otros genes involucrados en el metabolismo,
como ligandos de las rutas de Insulina o de Hedgehog, que también estan implicadas en el control del

tamafio en nematodos'? 133 17>,

1.1.2. TGFB Sma/Mab controla la longevidad y la reproduccién de forma independiente
Los mutantes de TGFB Sma/Mab son ligeramente mas longevos y tienen un periodo reproductivo mas
extenso que los nematodos silvestres de la cepa N2, por lo que esta ruta promueve el envejecimiento

somatico y reproductivo de C. elegans.

La observacién de que los mutantes de TGFB Sma/Mab son mas longevos que los silvestres no se

descubrid hasta que se crecieron con bacterias muertas por calor o con FUdR (que previene la sintesis de

134, 136, 190

DNA vy por tanto el crecimiento bacteriano) en las placas . Esto parece ser debido a que la bacteria

estandar de cultivo de C. elegans, E. coli OP50, tiene un cierto efecto patogénico sobre los mutantes al no

167,190 123,175 E

poder degradarla eficientemente , por tener comprometida la expresion de enzimas digestivas n
este sentido, la inadecuada digestién del alimento podria suponer una restriccion caldrica en los mutantes

de TGFB Sma/Mab, que podria explicar su aumento en longevidad™.

Aparte, esta ruta de TGFP promueve el cese del periodo reproductivo en C. elegans, modulando la

133,134

proliferaciéon y calidad de las células germinales . Luo y colaboradores demostraron que TGFP Sma/Mab

regula la longevidad y la reproduccion de forma independiente, en contraposicion al resto de rutas que

controlan el envejecimiento reproductivo y somatico de forma conjunta®**.

1.1.3. TGFB Sma/Mab y otras rutas involucradas en inmunidad
A diferencia de lo que ocurre en mamiferos, en los que las infecciones se combaten mediante dos
tipos de respuesta inmune, innata y adaptativa, C. elegans sélo posee una respuesta inmune innata

controlada por varias vias de sefializacion™®.



INTRODUCCION

La ruta TGFB Sma/Mab esta implicada en la inmunidad de C. elegans frente a diversos patégenos y

esta funcion en inmunidad por TGFB esta conservada en Drosophila y en humanos®. Entre las bacterias con

capacidad patogénica estan Serratia marcescens**®, Pseudomonas aeruginosa™*, Salmonella entérica™®” **’,

118, 136, 167, 190, 197

Escherichia coli o0 Enterococcus faecalis™’. Entre los hongos que desencadenan una respuesta

inmune por esta ruta se encuentra Candida krusei y el hongo nematofagico Demechria conidiospora®®.

La resistencia a los diferentes patdgenos a través de esta ruta de TGFP parece deberse a que TGFf
Sma/Mab regula directamente la expresion de diferentes moléculas con efecto antimicrobiano como

lisozimas, lectinas, lipasas o caenecinas ' *** 14> 175,

Como ocurre en otros organismos, aparte de TGFB Sma/Mab, hay otras rutas que controlan la
inmunidad de C. elegans. El reconocimiento de patdgenos en vertebrados se lleva a cabo a través de
receptores que reconocen patrones de los microorganismos, siendo los receptores tipo Tol unos de los mas
predominantes*’. Sin embargo, los mutantes del Gnico ortélogo presente en C. elegans, TOL-1, presentan

170, 197

una susceptibilidad variable frente a diferentes patdgenos y parece que tiene un papel importante en

. 1
la respuesta evasiva de los nematodos'’®.

Tanto en animales como en plantas, muchos receptores de reconocimiento de patégenos tienen

9 Esta proteina se requiere en el intestino para la defensa frente a

regiones con LRRs, como FSHR-1
patédgenos como P. aeruginosa. El trabajo de Powell y colaboradores sugiere que FSHR-1 estd involucrado en

la respuesta inmune de forma independiente a las sefializaciones por p38 MAPK e Insulina™®.

La ruta de p38 MAPK es una via de sefializacidon conservada evolutivamente y de gran importancia en
la regulacion de la inmunidad innata en C. elegans y mamiferos™. La cascada de sefializacién de p38 MAPK
en C. elegans, NSY-1-SEK-1-PMK-1, esta regulada por la proteina adaptadora con dominios Toll/IL-1 TIR-1 y
es importante en la lucha contra bacterias y hongos'®*.

La ruta de Insulina en C. elegans también esta involucrada en la resistencia frente a patégenos'®® 2%,

aunque también regula otros aspectos como la entrada en dauer, la respuesta a estrés o la longevidad*® ***

292 | 3 ruta de Insulina esta controlada por 40 péptidos similares a insulina divididos en agonistas (DAF-28,

INS-4, INS-6) y antagonistas (INS-1, INS-17, INS-18) de la ruta, en funcidn de la regulacién que ejercen sobre

48, 85

el receptor DAF-2 . Cuando se activa por los agonistas, DAF-2 transduce la sefial de fosforilacién

mayoritariamente hasta el factor de transcripcion FOXO DAF-16, el cual, fosforilado, queda retenido en el

48, 100, 202

citoplasma . Por el contrario, cuando DAF-2 estd inactivo, DAF-16 permanece defosforilado,

permitiendo su entrada en el nucleo y la regulacién de genes involucrados en diversos fenotipos como la
inmunidad®® 22 Como consecuencia, los mutantes de DAF-2 son mas resistentes a infecciones que los

nematodos silvestres, mientras que los mutantes de DAF-16 son, en general, mas sensibles'®® 2%,
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El factor de transcripcion NF-kB es clave para transducir la sefial de infeccién en vertebrados e
insectos, pero estd ausente en C. elegans'®®. Entre los factores de transcripcion que regulan la respuesta
inmune en nematodos se encuentra BAR-1, el ortdlogo de B-catenina, que aunqgue interaccione con la ruta
de Insulina®, tiene un efecto independiente a ésta y regula al factor de transcripcion EGL-5. Los ortdlogos de

EGL-5 en humanos modulan la expresion de NF-kB tras la infeccién por S. aureus™.

1.2. Ruta TGFpB Dauer

Como cualquier ser vivo, C. elegans es capaz de detectar los cambios ambientales y adaptarse a ellos”
148 En un ambiente favorable, los nematodos tienen activado el programa de desarrollo reproductivo, de
tal manera que, desde la eclosién del huevo, pasan por cuatro estadios larvarios (L1-L4) hasta alcanzar la
madurez sexual en el adulto (Figura I-3)*. Sin embargo, cuando las larvas L1 se encuentran en condiciones
ambientales adversas (falta de alimento, elevadas temperaturas o alta densidad poblacional), los nematodos
entran en el estadio de resistencia dauer (Figura 1-3)®. La diapausa de dauer presenta grandes cambios

12, 48, 83, 216

metabdlicos y morfoldgicos . En concreto, las larvas dauer estan constrefiidas radialmente,

presentan unas protuberancias denominadas alae en su endurecida cuticula y tienen todos los orificios

sellados, por lo que son muy resistentes a todo tipo de estrés*® .

inanicion e
1 temperatura L1
—— 1 poblacién
L3 \ A
L2

Figura I-3: Ciclo de vida de C. elegans. En condiciones favorables C. elegans pasa por cuatro estadios
larvarios antes de llegar a adulto. En condiciones desfavorables puede adaptarse entrando en el estadio de
resistencia dauer. Esquema modificado de Wormatlas®.

La deteccion de los cambios ambientales que desencadenan la entrada en dauer se produce a través
de receptores en neuronas sensoriales ciliadas que, a través de la sefalizacién por cGMP, regulan la

actividad de las rutas de Insulina y TGFB Dauer®.

Los mutantes de la ruta TGFPB Dauer, la segunda ruta conocida de TGFB en C. elegans, fueron

descubiertos por su papel en la regulacién de la entrada en el estadio de resistencia dauer®. Esta via de

174

sefializacion depende de la secrecion del ligando DAF-7-"" por parte de dos neuronas sensoriales (ASI) y su

7
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expresion estd regulada positivamente por la comida y negativamente por la feromona de dauer y las altas

174, 179

temperaturas . DAF-7 difunde desde las neuronas ASI para unirse en sus tejidos diana (como

interneuronas o intestino) al complejo receptor, formado por DAF-1 (receptor tipo 1)*® y DAF-4 (receptor tipo

11)*, que fosforilara los R-Smads DAF-8"° y DAF-14%. Estos R-Smads dimerizan para, una vez en el nicleo,

163

desplazar al complejo formado por el Co-Smad inhibitorio DAF-3" y el ortdlogo de Sno/Ski DAF-5 en la

regulacion de los genes diana®.

Al igual que DAF-7, DAF-28 (uno de los péptidos agonistas de Insulina) esta regulado negativamente
por la densidad poblacional y la falta de comida, asi como positivamente por la actividad de TGFp Dauer y la
sefializacion por cGMP'** > 1 Basandose en ensayos de epistasia, se habia postulado que las rutas TGFf
Dauer e Insulina controlan de forma independiente la entrada en dauer. De hecho, la entrada en dauer de

forma constitutiva de los mutantes de los componentes de TGFB Dauer es anulada completamente por

. . . . 1
mutaciones en daf-3, mientras que la de los mutantes de Insulina lo es por mutaciones en daf-16" 2,

Ademas, también se habia observado que las mutaciones que inducen una entrada constitutiva en dauer en
los componentes de ambas rutas son anuladas por la eliminacidon del receptor ortélogo de vitamina D
DAF-12" 8 ®, por lo tanto, estas interacciones posicionaron a DAF-12 corriente abajo de TGFB Dauer e
Insulina. Sin embargo, el analisis de la expresidon génica de mutantes de TGF Dauer revelé que esta ruta

regulaba positivamente, y a varios niveles, la ruta de Insulina'®®. Posteriormente se ha confirmado que la

151, 159, 183

ruta TGFB Dauer modula directamente a la de Insulina y que ambas comparten genes diana

comunes'®. Estos hallazgos indican que la regulacién de la entrada en dauer no sélo se coordina por la

regulacion de la actividad de DAF-12 por ambas rutas, sino que ambas estdn comunicadas para ejecutar la
respuesta coordinada de todo el organismo® ** 1%,

Aparte de regular la decisién de entrada en dauer, esta ruta de TGF esta implicada en otros fenotipos

importantes cuando el alimento escasea, como el control del metabolismo de Iipidoseo, el control de la

|31, 158

proliferaciéon de la linea germina y varios aspectos del comportamiento: dispersion para la busqueda de

nuevas fuentes de comida'®®, quiescencia®*® y modulacion de la tasa de alimentacion®® 2.

La ruta TGFB Dauer estd autorregulada positivamente de forma directa, al ser DAF-3 un represor de la

158

transcripcion de daf-7 y daf-8 Ademds, como TGFB Dauer regula la expresion de receptores

129, 152

ambientales , puede que también se autorregule indirectamente.
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2. miRNAs

Los miRNAs son RNAs de cadena sencilla no codificantes de 20-22 nucleétidos que se describieron por

117, 218 posteriormente, se ha descubierto que estan presentes en los

primera vez en C. elegans en 1993
genomas de todos los organismos eucariotas. Estas pequefias moléculas de RNA estan implicadas en
numerosos procesos bioldgicos, por lo que su desregulacién ha sido detectada en multiples afecciones

humanas, como enfermedades cardiovasculares, autoinmunes, neurodegenerativas y cancer®>®’.

De forma general, los miRNAs ejercen su accion uniéndose a la region 3’ no traducible (3’UTR) de los
mRNA diana, pero en algunos casos también se ha observado que pueden asociarse al mRNA en la zona
codificante y en la regién 5’ no traducible (5'UTR). Mediante su unién, normalmente reprimen la expresion

2,203

de los genes diana, induciendo su degradacién o inhibiendo su traduccién , aungque se ha descrito algun

. . . s 2 . . .7
caso en el que incluso pueden activar la traduccion®®. Asimismo, también se ha comprobado que son

. .y . . s . 1 2 2
capaces de regular la transcripcién mediante la unién directa al DNA™® 2%% 2%

2.1. Biogénesis, modo de actuacion y regulacion

Los miRNAs difieren de los genes codificantes de proteinas por su tamafio, procesamiento y porque su
secuencia no sera traducida en ningln péptido. Sin embargo, comparten con los genes la regulacién tanto a
nivel de promotor como a través de sus regiones no codificantes (5’UTR y 3’'UTR). Pueden presentarse en el

genoma de forma individual o en grupos, asumiendo en esta Ultima situacion una regulacién conjunta® *°.

En la gran mayoria de los casos, los miRNAs son transcritos por la RNA-Polimerasa Il. La transcripcion
produce una molécula de RNA, denominada miRNA primario (pri-miRNA), a la que se le afiade en el extremo
5’ la proteccion de 7-metilguanilato (m7G) y en el extremo 3’ la cola de poliadenosinas (poli A),
caracteristicas de los mRNAs. El pri-miRNA ha de ser reconocido en el nucleo por el complejo
microprocesador de la endonucleasa Drosha, para ser procesado y dar lugar al miRNA precursor
(pre-miRNA). El pre-miRNA forma una horquilla de unas 60 pb y su salida del nucleo estd mediada por
Exportina 5. En el citoplasma es reconocido por el complejo multiproteico gobernado por la endonucleasa
Dicer, la cual liberara el duplex formado por el miRNA maduro/guia y su miRNA complementario/pasajero
(que se piensa también pudiera tener actividad). El duplex es reconocido por la proteina Argonauta, que
selecciona preferentemente el miRNA guia para entrar a formar parte del complejo ribonucleoproteico

miRISC (Figura 1-4)%%% 2%,

La union de los miRNAs a los mRNAs tiene lugar dentro del miRISC y, generalmente, induce la
degradacion de los mRNAs o inhibe la traduccion de los mismos, lo que conlleva una regulacidon negativa de
esos genes diana'®. La hibridacion de estas dos moléculas de RNA se produce, en términos generales, por la

complementariedad de la regidon “seed” (nucledtidos 2-7 de miRNA) al mRNA™ 2. En funcidn de la
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conservacion de esta regién “seed” se han propuesto diferentes familias de miRNAs®’. Pero también parecen
ser importantes otros sitios suplementarios o compensatorios en la region 3’ del miRNA, sobre todo cuando

11,200 ga piensa que estas regiones en el 3’ del

el emparejamiento de la regién “seed” al mMRNA no es perfecta
miRNA pudieran tener importancia cuando se requiere especificidad por parte de un miembro de una familia

de miRNAs, porque es esta parte en la que difieren™'.

El apareamiento impreciso entre miRNAs y mRNAs permite que un uUnico miRNA regule
potencialmente a cientos de genes diferentes'® **. También se ha descrito que un Gnico mRNA puede ser
regulado por varios miRNAs, poniendo de manifiesto el enorme potencial regulatorio de los miRNAs, asi

como su complejidad®*” 1%,

Complejo
Drosha

5’ m7G
jﬁo pri-miRNA
\/3"%“ Y

RNA Pol Il

v
320m’) pre-miRNA

Exportina 5
v

3»5_"|;|;|;|;|0]]o pre-miRNA

|

(2 7_'-7-7-\-\ .
3_5_-m g.\‘ Complejo

Dicer

3 mmg,
P\ / miRNA:miRNA\
MIRISC |5 3’ duplex Fmmaed
3’ (A)n miRNA*

Figura I-4: Biogénesis de los miRNAs. Para que un miRNA pueda unirse a los mRNAs dentro del RISC, debe
ser procesado por dos complejos enzimaticos. Descrito con mas detalle en el texto.

En cuanto a la regulacidon de los miRNAs, el procesamiento de pri-miRNAs por Drosha o de pre-miRNAs
por Dicer puede promoverse o inhibirse en funcidon de las proteinas que se asocien con ellas en sus
complejos enzimaticos. La actividad de Dicer también puede ser alterada para originar diferentes isoformas
de miRNAs (isomiRs), que se unirdn a otras regiones diana para regular un conjunto diferente de mRNAs*>.
Ademas, la unién del miRNA a su mRNA diana también influye sobre la actividad de los miRNAs, bloqueando

su salida del miRISC y, por tanto, protegiendo al propio miRNA de ser degradado por exoribonucleasas®” .

10
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Junto a estas regulaciones, los RNAs enddgenos competitivos (ceRNAs) estdan emergiendo como
moléculas que actian como esponjas de miRNAs, constituyendo un control postranscripcional adicional®.
Los ceRNAs utilizan lugares de reconocimiento de los miRNAs que compiten con los de los mRNAs diana®® %%
Teniendo en cuenta la gran estabilidad de los miRNAs, se postula que las esponjas podrian servir mas
eficazmente (que una degradacién especifica de un miRNA) para inhibirlos®®. Se han descrito varios tipos de
ceRNAs: RNAs codificantes, pseudogenes, RNAs largos no codificantes (IncRNAs) y RNAs circulares

(circRNAs)*,

Hasta la fecha se han identificado en C. elegans 250 miRNAs, mientras que en humanos el nimero

asciende a 1881, segin datos de miRBase version 21°%" % 110 111

. Sin embargo, en la complejidad de su
regulacion estan implicadas muchas mas moléculas, cuyo estudio sera necesario para comprender mejor la
funcién de los miRNAs. Asimismo, seglin miRTarBase version 4, sélo se han identificado en humanos 4806
interacciones MiRNA-mRNA validadas por consistentes evidencias experimentales, mientras que para
C. elegans sélo se han detectado 40%. Por lo tanto, la validacién de los genes diana de los miRNAs es

igualmente imprescindible para entender la funcion de los miRNAs.

2.2. miRNAs en C. elegans
Desde su descubrimiento en los laboratorios dirigidos por Ambros y Ruvkun'*”**%, los miRNAs se han
convertido en un importante campo de estudio en este organismo modelo, ocupando C. elegans una

104

posiciéon central en la investigacion sobre los miRNAs™ . Para su estudio en el nematodo existe una amplia

coleccion de mutantes de miRNAs, pero su examen superficial revelé que la delecidon de la mayoria de

144 Aunque la

miRNAs de forma individual no comprometia el desarrollo ni la viabilidad de los mutantes
eliminacién de familias enteras de miRNAs haya reportado Unicamente efectos por parte de la mitad de las
familias de miRNAs®, podria ser mas facil encontrar genes diana de las familias en estos mutantes mediante
ensayos a gran escala, como el estudio de su expresién génica. En C. elegans, también se ha estudiado la

36, 101

expresion de los miRNAs en diferentes condiciones de estrés y se han generado cepas sensibles para

desenmascarar la contribucién de los miRNAs a diferentes fenotipos, con la finalidad de identificar sus genes

diana®® 1%

2.2.1. La familia de mir-58
En C. elegans la familia de mir-58 esta compuesta por cinco miembros en base a la conservacién de la
region “seed” y tiene ortdlogos en D. melanogaster y, posiblemente, también en humanos, aunque en este

dltimo caso la conservacion de la regién “seed” no es completa (Figura I-5)%.

11
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cel-miR-58
cel-miR-80
cel-miR-81
cel-miR-82
cel-miR-1834

SCUUCACTACGCECART
S TTAGUUGAARGCCGA
AUCGUGARRGCUAGT

dme-bantam
hsa-mirR-143
hsa-miR-450b

Figura I-5: Alineamiento de la familia de mir-58 en C. elegans, D. melanogaster y H. sapiens. Seialados en
negro aparecen los nucledtidos de la regidn “seed”compartidos por los miRNAs.

mir-58 es uno de los MiRNAs mas abundantes en las células de C. elegans y se expresa uniformemente

durante todo el desarrollo, por lo que se ha postulado que podria actuar como un miRNA “housekeeping”®"

101, 103,125,220 'Ademas, en nematodos estériles aparece sobreexpresado, lo que parece sugerir la existencia de

220
I

una regulacion negativa por parte de la linea germinal®™. mir-58 se localiza en el intrén del gen Y67D8A.1,

aunque su transcripcion es independiente de la de Y67D8A.1. mir-58 se expresa en casi todos los tejidos del
. . , , . , . 91
nematodo, salvo en el sistema nervioso y en las células precursoras de los nucleos hipodérmicos™ . A pesar
. .z 132 .
de sus altos niveles de expresidn, que decrecen con la edad de los nematodos 2 |os mutantes de mir-58 no
. ;. 1 1 4
presentan cambios fenotipicos aparentes'** '*®, De momento, sélo se ha demostrado que los mutantes de
. . 18 . . .
mir-58 son menos longevos que los nematodos silvestres™. En cuanto a sus genes diana, ninguno ha sido
validado in vivo hasta la fecha: en experimentos in vitro se observé que mir-58 promovia la deadenilacion de

los 3’UTRs de egl-1 y toh-1**° y mediante ensayos proteémicos a gran escala o con tecnologia CLIP-Seq se

han propuesto varios candidatos®® % %% 2,

mir-80 también es un miRNA abundante y de expresién constante durante el desarrollo'® %1%, se

expresa de forma ubicua, incluyendo neuronas®*. Recientemente, se ha observado que sus mutantes son

132, 211

mas longevos que los nematodos silvestres y que los nematodos adultos disminuyen la expresion de

mir-80 con la edad®**. Vora y colaboradores han demostrado que la expresiéon de mir-80 esta regulada

positivamente por la comida y postulan que regula la restriccién nutricional a través de la modulacién de los

211

niveles de cbp-1°"". CBP-1 es una acetiltransferasa requerida para aumentar la longevidad asociada a la

restriccion calérica, lo que explicaria que en ausencia de mir-80 aumentaran los niveles de CBP-1,
. . . 132,211
incrementando la longevidad de los mutantes de mir-80 .

mir-81 y mir-82 se encuentran embebidos en el gen T07D1.2, mir-81 en el ultimo intrén, mientras que

mir-82 se localiza dentro del primer intrén. El Unico alelo mutante descrito para estos miRNAs elimina tanto

a mir-81 como a mir-82. Sin embargo, los dobles mutantes no presentan ningun fenotipo aparente™* ***,

aunque tengan unos niveles de expresion considerables y constantes durante el desarrollo de nematodos

101, 103, 125 d36, 132

silvestres y que disminuyen en adultos con la eda . El analisis de sus regiones 5’ flanqueantes

138

determind que mir-81 se expresa en neuronas de la cabeza a partir del estadio L17°° y que mir-82 tiene un

12
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espectro mdas amplio de expresién, que también incluye neuronas’ ***

. En 2013 Than y colaboradores
corroboraron la expresién de mir-81 en neuronas mediante inmunoprecipitacion'®®. Ademds, al someter a
los mutantes mir-81/mir-82(nDf54) a un fondo genético sensible, observaron que la falta de estos miRNAs
modulaba positivamente la entrada en el estadio de resistencia dauer y que este efecto era dependiente de
cGMP'*,

mir-1834 fue descubierto en 2008°" y parece ser un miRNA con un bajo nivel de expresion'® 2", que

va en aumento a lo largo del desarrollo y que en machos es menor'®.

En cuanto a los mutantes de la familia de mir-58 (carecen de mir-58, mir-80, mir-81 y mir-82), Alvarez-
Saavedra y Horvitz observaron que eran viables, pero presentaban varios fenotipos: eran lentos/inactivos,
pequefios, no depositaban huevos correctamente y eran incapaces de entrar en dauer’. Segun estos autores,
la expresidn de mir-80 rescata todos los fenotipos, mientras que la expresion individual de cada uno de los
miembros de la familia, salvo mir-81, revierte el fenotipo de entrada en dauer®. Estos datos estan en
consonancia con el trabajo de Than y colaboradores, donde se sugiere el papel inhibidor de la entrada en
dauer de mir-81/82"%, en contraposicién al papel inductor del resto de miembros de la familia>. Como
conclusion de estos estudios™ %%, se infiere que miembros de una misma familia de miRNAs pueden tener
papeles opuestos en la regulacién de un mismo fenotipo, lo que complica la identificacion de las funciones
para cada uno de los miembros de una misma familia. Recientemente, se ha descrito que esta familia esta
involucrada en la regulacion en el intestino de C. elegans del gen pmk-2, una p38 MAPK involucrada en la

inmunidad, afiadiendo una nueva funcién a la familia de miR-58".

3. TGFB y miRNAs

La capacidad de modular la sefializacion de TGFB por miRNAs es un descubrimiento relativamente
nuevo. Recientemente, se ha demostrado en humanos que los miRNAs pueden regular la sefalizacion de
TGFPB actuando sobre sus ligandos, receptores y Smads (Tabla I-1), asi como también inhibiendo los genes

diana de la ruta® **°.

Ademas, la sefializacion por TGFB también puede controlar la expresion de los miRNAs a nivel
transcripcional y postranscripcional. Los factores de transcripcion Smads son capaces de regular la

1323 indirecta, como en

transcripcion de miRNAs de forma directa, mediante unién a la regién promotora
el caso de mir-143 a través de un complejo transcripcional mediado por miocardina®. Asimismo, los Smads
también promueven la maduracion de los pri-miRNAs por Drosha, mediante la unién a la regién consenso

CAGAC de los miRNAs>* *,

13
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Tipo de
componente de Gen diana Referencia
TGFB
Ligando TGFB1 miR-744 =
AcvR1B/ALK4 miR-210 23
miR-21, miR-106b, miR-93,
Receptor TGFBR2 miR-17-5p, miR-20, miR-204, 23,232
miR-590, miR-20a, miR-145
BMPR2 miR-21 3
Correceptor TGFBR3/Betaglicano miR-21 23
SMAD1 m?r-lSS, miR-26, miR-199a, 23
miR-26a
miR-141, miR-155, miR-200a, 231
SMAD2 miR-200c, miR-30d, miR-30e v
SMAD3 m?R-140, miR-23b, miR-27b, 23
miR-24
Smad miR-23b, miR-27b, miR-24,
SMAD4 mir-130, miR-146a, miR-146b-5p, 23,135
miR-18, miR-224, miR-130a
miR-23b, miR-27b, miR-24, 23,155
SMADS miR-124, miR-155, miR-224
SMAD7 miR-21 23,155

Tabla I-1: Componentes de TGFp regulados por miRNAs en humanos. Tabla adaptada de Butz et al., 2012.

En D. melanogaster, bantam, el Unico ortélogo de la familia de mir-58 de C. elegans (Figura I-5) y
primer miRNA en describirse en este artrépodo®®, promueve el crecimiento’. En este organismo se ha

17,73, 153

descrito que la expresién de bantam esta regulada por varias vias de sefalizacion . Entre ellas, la ruta

de TGFp gobernada por el ligando Dpp promueve directamente su transcripcion a través del Smad Mad*>>.

En humanos, mir-143, uno de los posibles ortélogos de la familia de mir-58 de C. elegans (Figura I-5),
ha sido relacionado por numerosos autores con la sefializacién por TGFB. La expresion de mir-143 se induce
al aumentar la cantidad de TGFB1 en diferentes tipos celulares, como fibroblastos*®, células musculares

32, 130

lisas o condrocitos’®, para promover, en general, un estado diferenciado. Ademas, estudios a gran

escala con tecnologia CLIP-Seq sugieren que miR-143 puede unirse a los receptores tipo | TGFPR1'" y
BMPR1B?* en células embrionarias de rifién HEK293 y en células epiteliales HeLa, respectivamente. Aparte
de estos trabajos que relacionan a miR-143 con las rutas candnicas de TGFB, también se ha descrito que
miR-143 puede regular la expresion de ERK5, y posiblemente de ERK1/2, quinasas involucradas en la

sefializacién no candnica mediada por TGFBR'™*.

En C. elegans, aunque se han estudiado en profundidad muchos aspectos de las dos rutas candnicas
de TGFB, TGFB Sma/Mab y TGFB Dauer, todavia no se ha descrito ninguna interaccion entre ellas y los
miRNAs. Como la sefnalizacidon de las rutas de TGFB estd relativamente conservada evolutivamente y su

estrecha regulacion es determinante para definir respuestas bioldgicas especificas en los diferentes tejidos y

14
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tipos celulares que los componen, parece plausible que los miRNAs también estén modulando la

sefializacion por TGFB en C. elegans.

15
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OBIJETIVOS

Los objetivos planteados en esta Tesis doctoral estdn dirigidos a comprender la modulacién que
ejercen dos tipos de moléculas, los miRNAs de la familia de mir-58 y el correceptor SMA-10, sobre la
sefializacion por TGFpB, en el organismo modelo Caenorhabditis elegans. Los objetivos concretos fueron los

siguientes:

1. Estudiar la posible regulacion de la expresion génica entre la familia de miR-58 y las rutas de

TGFB (Sma/Mab y Dauer).

2. Analizar si SMA-10 es un componente constitutivo de la ruta de TGFB Sma/Mab.

17
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1. MATERIALES

1.1. Cepasy condiciones de cultivo
En la Tabla M-1 se muestra un listado de las cepas de C. elegans utilizadas en esta tesis e informacion

sobre ellas, incluido el origen de las mismas.

Nomenclatura cepas

. Gen Simbolo  Alelo Mutacion
Tesis CGC
N2 N2 (Bristol) - CGC
dbl-1(nk3) NU3 T25F10.2 dbl-1 nk3 \Y delecion de 5595 pb CGC
sma-6(wk7) LT186 C32D5.2 sma-6 wk7 Il puntual, Y72* CGC
daf-4(m63) DR63 Co5D2.1 daf-4 m63 1] desconocida CGC
dbl-1(ctis40) BW1940 ctls40 X insercién dbl-1 CGC
daf-1(m213) DR609 F29C4.1 daf-1 m213 IV puntual, P545S CGC
daf-3(0k3610) RB2589 F25E2.5 daf-3 0k3610 X delecion de 342 pb CGC
daf-8(++) DR2490 insercion Py,rg::GFP::daf-8  D.L. Riddle™®
daf-4(pwis922) pwls922 insercion Pyes::daf-4:GFP R.W. Padgett™
mir-58(n4640) MT15024 Y67D8A.4  mir-58 n4640 IV delecion de 785 pb CGC
mir-80(nDf53) MT13949 KO1F9.3 mir-80 nDf53 1l delecion de 727 pb CGC
. TO7D1.6 mir-81 L.
mir-81/82(nDf54)  MT13954 T07D1.7 mir-82 nDf54 X delecion de 6288 pb CGC
D8A. ir-
Ysg 1F89A34 z;:_gﬁ n4640 IV delecion de 785 pb
mir-58f(-) MT15563 : ; nDf53 I delecién de 727 pb CGC
TO7DLE — mir81 — hecy % delecién de 6288 pb
T07D1.7  mir-82 P
Pomir.55::GFP EUB0032 insercion P .ss::GFP M. Isik™
daf-2(e1370) CB1370 Y55D5A.5 daf-2 el370 ] puntual, P1465S CGC
Psoa.3::GFP CF1553 muls84 insercion Pyyy.3::GFP CGC
Psoq.3::GFP; Y55D5A.5 daf-2 el370 ] puntual, P1465S
daf-2(e1370) CF1580 muls84 insercion Py,q.3::GFP cec
Psoq.3::GFP; R13H8.1 daf-16 mu86 | delecidon 10980 pb
daf-16(mu86) CF1874 muls84 insercion Py,q.3::GFP cec
sma-10(0k2224) RB1739 T21D12.9 sma-10 ok2224 IV deleciéon de 906 pb CGC
eat-2(ad465) DA465 Y48B6A.4 eat-2 ad465 Il puntual, W107* CGC
tol-1(nr2033) IG10 CO7F11.1 tol-1 nr2033 | delecion de 1289 pb CGC
insercion de 393 pby
fshr-1(ok778) RB911 C50H2.1 fshr-1 0k778 \ delecion de 3224 pb CGC
glp-4 bn2 | desconocida
sek-1(km4) AU37 R03G5.2 sek-1 km4 X delecion de 2084 pb cee
bar-1(ga80) EW15 C54D1.6 bar-1 ga80 X puntual, Q97* CGC
daf-16(mu86) CF1038 R13H8.1 daf-16 mu86 | deleciéon de 10980 pb CGC
Insercién
daf-16(zIs356) TJ356 R13H8.1 daf-16 zIs356 \% Puos16::daf-16a/b::GFP CGC
Pion-1::GFP insercion Py, ;::GFP N. Ueno™
M142.1 unc-119 e2498 1] insercién Tcl
Pscm::GFP JR667 wiss1  V insercion Psy::GFP cac

Tabla M-1: Cepas de C. elegans utilizadas en este trabajo. Se muestra la nomenclatura de las cepas
utilizadas en este trabajo (Tesis) y la correspondiente asignada por el CGC o laboratorio de origen. También
se indica el gen afectado con su simbolo y el alelo utilizado, la localizacion cromosdmica, una breve
descripcién de la mutacidn y el origen de procedencia de las cepas.
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Las cepas y transgénicos de C. elegans generados en este trabajo se muestran en la Parte Il del

Anexo .

Todas las cepas se crecieron a 20 2C en placas de NGM en condiciones estdndar'®?, a no ser que se

especifiquen otras condiciones.

Las cepas bacterianas que se han utilizado, con sus caracteristicas, se muestran en la Tabla M-2. Se

crecieron a 37 2C a 150 rom durante 16-18 horas.

E. coli OP50 Mantenimiento LB CGC

E. coli HT115 (DE3) RNAI LB CGC
S. marcescens Inmunidad LB Microbiologia Il (UCM)
P. aeruginosa PA14 Inmunidad King’s Broth J.J. Ewbank

Tabla M-2: Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo. Se muestra la especie y la cepa utilizada, el uso que
se le ha dado, el medio de cultivo para su crecimiento y su procedencia.

1.2. Medios de cultivo y otras soluciones

NGM (Nematode Growth Medium): 3 g/L NaCl (Merck), 17 g/L Agar (Sigma), 2,5 g/L Bacto™ Peptone (BD),
1 mM CaCl, (Calbiochem), 5 mg/L Colesterol (Alfa Aesar), 1 mM MgSO, (Sigma), 25 mM KPOQ, (Sigma).

M9 Buffer: 3 g/L KH,PO, (Sigma), 6 g/L Na,HPO, (Sigma), 5 g/L NaCl (Merck), 1 mM MgSQ, (Sigma).

Placas para aislamiento de RNA de C. elegans: 3 g/L NaCl (Merck), 10 g/L Agarosa (Sigma), 10 g/L Bacto™
Peptone (BD), 1 mM CaCl, (Calbiochem), 5 mg/L Colesterol (Alfa Aesar), 1 mM MgSO, (Sigma), 25 mM KPO,
(Sigma).

Placas para RNAi: 3 g/L NaCl (Merck), 17 g/L Agar (Sigma), 2,5 g/L Bacto™ Peptone (BD), 1 mM CaCl,
(Calbiochem), 5 mg/L Colesterol (Alfa Aesar), 1 mM MgS0O, (Sigma), 25 mM KPO, (Sigma), 25 mg/L
Carbenicilina (Sigma), 1mM IPTG (Sigma).

Solucién de Carnoy: 60% Etanol 100% (Panreac), 30% Acido acético glacial (Panreac) y 10% Cloroformo
(Merck).

SKP (Slow Killing Plates): 3 g/L NaCl (Merck), 20 g/L Agar (Sigma), 3,5 g/L Bacto™ Peptone (BD), 1 mM CaCl,
(Calbiochem), 5 mg/L Colesterol (Alfa Aesar), 1 mM MgSO, (Sigma), 25 mM KPO, (Sigma).

King’s Broth: 20 g/L Bacto Proteose Peptone (BD Diagnostics), 1,5 g/L KH,PO,4, 15 mL/L glicerol (Sigma),
6 mM MgS0, (Sigma), 100 mg/L Rifampicina (Sigma).

LB (Lysogeny Broth): 10 g/L NaCl (Merck), 10 g/L Bacto Triptona (Conda), 5 g/L Extracto de levadura (Oxoid).
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1.3. Vectores de clonacion
Los plasmidos utilizados para analizar la regulacidn de los 3’UTRs por parte de la familia de miRNAs de

mir-58 fueron psiCHECK-2 (Promega) en células HeLa y p374°° en C. elegans (Figura M-1).
Pstl

SV40 early promoter

ColE1 origin Chimeric Intron

ColE1 origin

7

Ptrx-3

AmpR Renilla Luciferase

psiCHECK-2

6273 bp shol

Notl

BamHI

HSV-TK promoter
mCherry

unc-54 3’UTR EcoRl

Firefly Luciferase

Figura M-1: Esquema de los vectores psiCHECK-2 y p374. Se indican las caracteristicas mas importantes.

Para sobreexpresar genes en C. elegans se utilizaron los plasmidos pPD95.75 y pPD49.83 del kit de
Andrew Fire (Addgene) (Figura M-2).

Pstl
Rbal
Phsp-16.41

wmal

ColE1 origin ColE1 origin

pPD48 83 unc-54 3IUTR

3815 bp

pPD95.75
4487 bp

unc-34 YUTR
AmpR &
AmpR

Figura M-2: Esquema de los vectores pPD95.75 y pPD49.83. Se indican las caracteristicas mds importantes.

Para expresar la proteina reportera GFP en los nucleos hipodérmicos se utilizé el pldasmido L4455 del

kit de Andrew Fire (Addgene) (Figura M-3).

Pt

ColE1 origin

let858 3'UTR

Figura M-3: Esquema del vector L4455. Se indican las caracteristicas mds importantes.
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1.4. Cebadores

Los cebadores utilizados para genotipar las cepas de C. elegans se muestran en la Tabla M-3.

Gen Simbolo Alelo Cebadores Secuencia (5’ = 3’)
MS7 CATGGACAAACATCGGGGA
MS11 CGTGTACACAAATCTGTTCG

T25F102  dbl-1 - nk3  1ygpi00F  CGACTCTGTGCGGACAACTA

T25F10.2R AAGCATCGTAGCCCTCTGAA
daf-1F CGGAGATCTTTGAGACGCGGATG
daf-1R CTCGGTCCACAATAGGAGCC
RB2589F AAGAAGAATGATCTCCAGAACC
F25E2.5 daf-3 0k3610 RB2589R1 TTCTCAACATTAGGCAATCAAC
RB2589R2 AAAATTATTAGCTCTCGGCTGG
MT15024F2 GTACACCGCTCTTGC
Y67D8A.4  mir-58 n4640 MT15024R3 AGATCAAGACCGTACTC
MT15024R4 CAGTTGTCCTTCAATCG
MT13949F  TGGGCAACAAACTCATTTCG
KO1F9.3 mir-80 nDf53 MT13949R1 ATTCTGAACAATCCGCAAGC
MT13949R2 AATCCGCTTCCAATCGTTCG
MT13954F2 GTATATGTCCACTCTCTCG
nDf54 MT13954R4 TGCAATCCGAAGATGG
MT13954R5 AATTGACGGTAGAGTGG
CB1370F CGACAACCTGATCATTCATATC
CR1370R CTGTCAAGATTGGAGATTTCGG
daf-16F AGAAGACGACGACAAGACAG
R13HS8.1 daf-16 mu86  daf-16R1 TCGAGAGCAGATTCTAGGAG
daf-16R86 TCGAGAGGTTCGATTGAGTTC
RB1739F1 ATCATGGCTCGCATCGTGGA
T21D12.9 sma-10 0k2224 RB1739F2 GAAGATCAAGGAGCATACAC
RB1739R1 CTTCTTCCACTACCCCGAAA

F29C4.1 daf-1 m213

TO7D1.6 mir-81
TO7D1.7  mir-82

Y55D5A.5  daf-2 el370

eat-2F TGATCACCCTAGTTGTCTGG
Y4BB6A.4  eat-2 0465 iR AGTGTAGAGGTACTGTATGG
tol-1F CGATTGCTGTTCTCCTCTGTG
CO7F11.1  tol-1  nr2033 0 CCTCGTGAATAATGGAAACTCG
fshr-1F GGGATTGATTGTGTCTCAATTGC

C50H2.1 fshr-1 0k778  fshr-1R1 AGGTGGTTGAGAATGATAGAAG
fshr-1R2 ACCATGACGCTCCCACCTC

sek-1F1 CATCCATACACTAGAATAAGTG
R03G5.2  sek-1 kmd  sek-1F2 GTGAAGTGTGCTTAAATTGC

sek-1R CAGATGCTAATAAACTACTTGAAC

bar-1F TCTTACATTATCCTGATCTTTC
C54D16  bar-l  ga80 . ¢ ACAGGGAGCAACACACCTCGAG

Tabla M-3: Cebadores usados para genotipar las cepas mutantes. Se muestra para cada gen y alelo las
secuencias de los cebadores utilizados para genotipar las cepas de C. elegans.
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Para amplificar y mutar los 3'UTRs de dbl-1, sma-6, daf-4, daf-1 y daf-7 se utilizaron los

oligonucleétidos de la Tabla M-4.

Longitud

Gen Simbolo 3UTR Cebadores Secuencia (5’ 2> 3’)
dbl-1UTRF GTACCCGCTTCTATGTCGC
dbl-1UTRR TCAAATACCAAAATGTT
T25F10.2  dbl-1 470 nt dbl-1UTRmutF ATATTTGATGAGATAGTTTTTGTGTC
dbl-1UTRmutR GACACAAAAACTATCTCATCAAATAT
sma-6UTRF CCCACTTTCTGATCTTAC
sma-6UTRR TACAGGTCTGGAACAAT
€32D5.2  sma-6 216 nt sma-6UTRmMutF  TTAAAGCGATGAGTCTAATAATTTCC
sma-6UTRmutR ~ GGAAATTATTAGACTCATCGCTTTAA
daf-4UTRF CTATTCATTCAAATCTAACATT
daf-4UTRR AAGAAACATTATTTAATTTTAA
daf-4UTRmutlF  CCCCTAATGATGAGAATTTGAGCACAACC
daf-4UTRmutlR  GGTTGTGCTCAAATTCTCATCATTAGGGG
C05D2.1 daf-4 476 nt daf-4UTRmut2F CTCTTCCAAAATCTCTGATGAGTTGCATTGTCTC
daf-4UTRmut2R GAGACAATGCAACTCATCAGAGATTTTGGAAGAG
daf-4UTRmut3F CATTCACTATATTCATTGATGAGTGATAACTTTGTATTGG
daf-4UTRmut3R CCAATACAAAGTTATCACTCATCAATGAATATAGTGAATG
daf-1UTRF AGCCCATTTTATCTTCCGTTC
daf-1UTRR AAATTTTTTATTTTCATTTTC
daf-1UTRmutl1F CCCCCATATCGATGATGAGATTTCTCTTCC
F29C4.1 daf-1 455 nt daf-1UTRmutl1R GGAAGAGAAATCTCATCATCGATATGGGGG
daf-1UTRmut2F CTGTACCATGATGAGAAGTGTTTTTG
daf-1lUTRmut2R CAAAAACACTTCTCATCATGGTACAG
daf-7UTRF ATTCCACTTCCGATTGTCAC
daf-7UTRR ATAATTTATTCCTCAATCACAGTG
daf-7ZUTRmut1F GAATCAAAATTCATGATGAGAACCCCGTAGTC
B0412.2 daf-7 489 nt daf-7ZUTRmutl1R GACTACGGGGTTCTCATCATGAATTTTGATTC
daf-7ZUTRmut2-3F CTGTCGGTGAGCTTTCCCTCGATGAGATCCCAG
daf-7ZUTRmut2-3R  CTGGGATCTCATCGAGGGAAAGCTCACCGACAG

Tabla M-4: Cebadores usados para amplificar y mutar los 3’UTR. Se indica para cada gen y alelo las
secuencias de los cebadores utilizados para amplificar y mutar los 3’UTR y su longitud. En rojo aparecen
sefialadas las bases mutadas en los 3'UTRs. En los cebadores UTRF y UTRR se ha omitido la parte del
oligonucledtido correspondiente a los sitios de restriccion Xhol en UTRF (5’-GAGACTCGAG-3’) y Notl en
UTRR (5'-GAGAGCGGCCGC-3’) para su clonaje en psi-CHECK-2 vy los sitios EcoRl en UTRF (5'-GAGAGAATTC-
3’) y Apal en UTRR (5'-GAGAGGGCCC-3’) para su clonaje en p374. En el caso del clonaje del 3’"UTR de daf-4
en p374 se utilizaron los sitios de restriccion Apal para ambos cebadores UTRF y UTRR.
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Para amplificar las regiones 5’ flanqueantes de los diferentes genes se utilizaron los cebadores de la

Tabla M-5.

Longitud

NS Cebadores Secuencia (5’ > 3’)

Gen Simbolo .l
regio

Pdbl-1F3 GAGACTGCAGTTCATCCATTCAACTGTCCATTC

T25F10.2 dbl-1 2842 nt Pdbl-1R3 GAGAGGATCCAGTTGAGTTGGGCGCATCAGGC

Psma-6F  CTTCACTGCAGCAACG 227
C32D5.2  sma-6  3093nt o - cR GAGAGGATCCTAAATCTGAAATTTGCAAATAAATTG

Pdaf-aF GAGACTGCAGAAGTAGGCAATCGGCAATAATGG 6
C05D2.1  dof4  3424nt .0 GAGAGGATCCCTGAAAATTGAAGGTAGTTGAATTATTG

Pdaf-1F GAGACTGCAGAAACTGTGGCCTAGTTCTGC o
F29C4.1  daf-1  2505nt ¢ qp GAGAGGATCCAATTTATTTCCCAAGAGTTTAGTTCATC

Pmir-58F GAGACTGCAGTTAAGGTAATACCGAA GGCTC

Y67D8A.4  mir-58  1655Nnt . cor GAGAGGATCCATCGGGGGATAGGTCGAGAGG

Pmir-80F GAGACTGCAGGGAATGAATCATTGGTAGACTGTGG

KO1F9.3  mir-80  1683nt o, . 60R  GAGAGGATCCTGAAAAAGGAATAAGCACCAAAAAGTTGG

Pdpy-7F GAGACTGCAGGAAATGGTGAGTGTTCGAGCTC -
FA6C8.6  dpy-7 610Nt o0 or GAGAGGATCCTTATCTGGAACAAAATGTAAGAATATTC

Pges-1F GAGACTGCAGTTGGCATGAATACAGTGAACACAG
R12A14  ges-1  1302nt .o g GAGAAAGCTTGAATTCAAAGATAAGATATGTAATAGATTTTTGAAGC

Psma-10F GAGACTGCAGGATGGAGG ACGG CGG

T21D12.9  sma-10  1605nt . " 10R  GAGAGGATCCGTCCACATTTTTGTCACAGAAAACC

Pmyo-2F GAGACTGCAGTCGAGGCATTTGAATTGGGG 154

T18D3.4  myo-2 116Nt ' oR  GAGAGGATCCCGAGGGTTAAAATGAAAAGTGGTGG

Tabla M-5: Cebadores utilizados para amplificar las regiones 5’ flanqueantes. Se indica para cada gen las
secuencias de los cebadores utilizados para amplificar las regiones 5’ flanqueantes y su longitud. Las
secuencias correspondientes a sitios de restriccién se muestran en azul.

Para sobreexpresar genes se utilizaron los cebadores de la Tabla M-6.

Y67D8A.4  mir-58  3115nt 2::?:85:5 gféﬁggﬁﬁgﬁﬁéﬁ'&?ﬂc

YETDBA4 premirS8 97t D ACICTAGCTCAGTRATTGCCS |
KOFO.3  mir80 27360t Ui CAGOAGAATOTGATLCOACC

D52 sma6 28680 [T GAGASGGCCCTACAGGTCTGGAACMATG
P9CA1  dafl  7676nt (oI o GAGACCCOGGUTACARGAGARGTAGCETE
120129 sma-10  s34m [ o OAGACCOLCTTTARCAATTATAAGTATTTACTTTCATTC

Tabla M-6: Cebadores utilizados para la sobreexpresion de genes. Se indica para cada gen las secuencias de
los cebadores utilizados para amplificar las diferentes regiones y su longitud. Las secuencias
correspondientes a sitios de restriccion se muestran en azul.
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2. METODOS

2.1. Combinacidn de cepas de C. elegans

La combinacién de diferentes cepas se realizd en el laboratorio mediante cruzamientos entre
hermafroditas y machos de cada una de ellas. El genotipo de las cepas se confirmé mediante PCR y
electroforesis, salvo cuando se tratdé de alelos que presentaban mutaciones puntuales. En este caso, se

verificaron mediante secuenciacion del DNA. Los cebadores utilizados se detallan en la Tabla M-3.

2.2. Construcciones plasmidicas

2.2.1. Reporteros para la cuantificacion de la capacidad inhibitoria entre la
familia de mir-58 y los 3’UTR de sus genes diana

2.2.1.1. Ensayos de luciferasa

Para cuantificar la capacidad de represion de los diferentes miembros de la familia de mir-58 sobre los
genes dbl-1, daf-7, sma-6, daf-4 y daf-1 (ver apartado 2.3), se clonaron sus 3’UTRs silvestres y mutados
detras del gen de la luciferasa de Renilla en el vector psiCHECK-2 (Promega) entre los sitios de restriccion
para las enzimas Xhol y Notl (Figura M-1). En primer lugar, los 3’'UTRs silvestres se amplificaron mediante
PCR a partir de DNA gendmico de la cepa N2 con los cebadores UTRF y UTRR, los cuales contienen en los
extremos bases adicionales correspondientes a los sitios de corte para las enzimas Xhol y Notl (Tabla M-4).
Los 3’UTRs mutados se obtuvieron por mutagénesis dirigida mediante superposicién de productos de PCR
con los cebadores correspondientes’® (Tabla M-4). Los cebadores contenian tres nucledtidos mutados
correspondientes a la unidn del miRNA en las posiciones 2-4 de la region “seed” (nucledtidos en rojo en
Tabla M-4 y linea roja en la Parte Il del Anexo ). Los fragmentos mutados resultantes se purificaron con el kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) y se utilizaron como molde para obtener el 3’UTR
mutado completo mediante PCR con los cebadores de los extremos (UTRF y UTRR) de la Tabla M-4. Los
productos de PCR de los 3’UTRs silvestres y mutados se clonaron mediante el método T/A en el vector
pTZ57R/T, con el kit InsTAclone PCR Cloning Kit (Thermo Scientific), o en pGEM-T (Promega) y se
transformaron en E. coli DH5a. Se purificd el DNA plasmidico de las colonias positivas y se digirieron con las
enzimas de restriccion Xhol y Notl. Los fragmentos digeridos se separaron mediante electroforesis y se
purificaron con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) para ligarlos con T4 DNA Ligase
(Promega) al vector de expresion psiCHECK-2. En todos los casos se comprobd mediante secuenciacion que

las construcciones generadas eran las correctas.
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2.2.1.2. Ensayos in vivo

Para analizar los 3’'UTRs de los posibles genes regulados por la familia de mir-58 en C. elegans, se
utilizé el vector p374°, en el que se sustituyd la regidon 5’ flanqueante de trx-3 por la de cada gen en
particular, digeridas con Pstl y BamHI (Figura M-1). Las regiones 5’ flanqueantes de los genes se amplificaron
por PCR a partir del DNA gendmico de la cepa N2 utilizando los cebadores de la Tabla M-5, que contienen en
su extremo 5’ bases adicionales correspondientes a los sitios de corte para las enzimas Pstl y BamHI. Los
fragmentos correspondientes a los 3’'UTRs de cada uno de los genes de interés se amplificaron a partir del
DNA gendmico de la cepa N2 mediante PCR, utilizando los cebadores UTRF y UTRR de la Tabla M-4, y se
reemplazaron por el 3’UTR de unc-54 mediante la digestién con EcoRl y Apal, salvo para el 3’"UTR de daf-4,
que se digirid con EcoRI por presentar el 3’UTR un sitio de restriccién para Apal. Como en el apartado
anterior, los productos de PCR se subclonaron primero en un vector comercial (pGEM-t o pTZ57R/T) y los
clones positivos se digirieron con las enzimas correspondientes, se purificaron y se ligaron al vector de
expresion. Los 3'UTRs mutados se generaron de la misma forma que en el apartado 2.2.1.1. y se
introdujeron en el vector p374 de forma andloga a los 3'UTRs silvestres. Las nuevas construcciones se

secuenciaron para verificar que la secuencia era la correcta en todos los casos.

2.2.2. Sobreexpresion de genes

Para sobreexpresar sma-6 con su 3'UTR silvestre, se amplificé por PCR una regién gendmica que
contenia la regidén codificante (desde el codén ATG iniciador) y el 3’UTR completo con los cebadores
descritos en la Tabla M-6. El amplicén se subclond por ligacién T/A en el vector pTZ57R/T, se cortd con las
enzimas BamHI y Apal y se purificd para introducirlo en el vector p374 (Figura M-1) de forma similar a los
amplicones de los apartados anteriores. Una vez comprobado que la secuencia era la correcta, se digirié6 el
vector con las enzimas Pstl y BamHI para introducir la secuencia 5’ flanqueante de sma-6 (obtenida
previamente en el apartado 2.2.1.2.). La mutagénesis de los nucleétidos del 3'UTR, correspondientes a la
unién del miRNA en las posiciones 2-4 de la region “seed”, se realizé sobre este vector con el kit GENEART®
Site-Directed Mutagenesis System (Invitrogen), usando los cebadores sma-6UTRmutF y sma-6UTRmutR

(Tabla M-4).

daf-1 fue amplificado con su regidn 5’ flanqueante, pero sin su 3’'UTR, con los cebadores de la Tabla
M-6 y fue insertado de forma similar al amplicon de sma-6 en el vector pPD49.83 (Addgene, Figura M-2),

entre los sitios de restriccion Xbal y Xmal.

Para sobreexpresar mir-58 y mir-80 con sus regiones 5 flanqueantes y 3’UTRs, se amplificaron los
fragmentos gendmicos utilizando los cebadores de la Tabla M-6 y se introdujeron en el vector de clonacidn

pCR2.1 (Invitrogen) con el kit TOPO® TA Cloning® (/nvitrogen)®.
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Para la sobreexpresién de mir-58 en diferentes tejidos, se amplificaron las secuencias del pre-miRNA
con los oligonucleétidos de la Tabla M-6 y se intercambiaron con la secuencia codificante para GFP del
vector de expresion pPD95.75 (Addgene, Figura M-2), comprendida entre los sitios de restriccion Kpnl y
EcoRl, de forma similar a lo descrito previamente para otros miRNAs*®. En la Tabla M-5 se muestran los
cebadores para amplificar las diferentes regiones 5 flanqueantes, que se introdujeron entre los sitios
reconocidos por Pstl y BamHI (salvo para la regidon 5’ flanqueante de ges-1, que se utilizaron los sitios de
restriccion Pstl y Hindlll), de forma similar a la descrita en el apartado 2.2.1.2. La regién 5’ flanqueante de

rpl-28 se obtuvo de la digestion del vector L4455 (Addgene, Figura M-3).

Para sobreexpresar sma-10 se amplificé el gen por PCR, desde el inicio de la secuencia codificante
hasta el final del 3’UTR, con los cebadores de la Tabla M-6 y se introdujo entre los sitios de restriccion BamHI
y Apal en el vector pPD95.75 (Figura M-2), de forma similar al amplicon de sma-6. Las secuencias 5’
flanqueantes especificas de tejido, asi como la del propio gen sma-10, se insertaron entre las dianas de las

enzimas de restriccidn Pstl y BamHI, amplificadas previamente con los cebadores de la Tabla M-5.

Todas las construcciones se secuenciaron para verificar que eran las correctas.

2.2.3. Reporteros de la actividad promotora de sma-6 y sma-10
La region 5’ flanqueante de sma-6 se amplificé con los cebadores de la Tabla M-5 y se intercambié por
la region 5’ flanqueante de trx-3 del vector p374 (Figura M-1), digiriendo con Pstl y BamHI, de forma analoga

a la descrita anteriormente (apartado 2.2.1.2.).

Para amplificar la regidn 5’ flanqueante de sma-10, se utilizaron los cebadores de la Tabla M-5 y se
introdujo en el vector pPD95.75 entre los sitios de restriccidon de Pstl y BamHI (Figura M-2), de forma similar

al apartado 2.2.1.2.

2.2.4. Reportero para la deteccion de nucleos hipodérmicos de hyp 7

La regién 5’ flanqueante de dpy-7 se amplific6 mediante PCR con los cebadores de la Tabla M-5 y se
clond en el vector L4455, de forma andloga a la descrita para otras regiones similares (apartado 2.2.1.2.),
reemplazando la regidon 5’ flanqueante de rp/-28 tras digerir ambas moléculas con las enzimas de restriccién

Pstl y BamHlI.

2.3. Ensayos de la actividad 3’"UTR-miRNA mediante luciferasa en células
Hela

Se crecieron células Hela a 37 2C con CO, al 5% en medio DMEM (Lonza) suplementado con suero

fetal bovino al 10% (Hyclone), 4 mM de Glutamina (Lonza) y 200 U/ml de Penicilina/Estreptomicina (Lonza).
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Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 1x10* células por pocillo. 24-48 horas
después se transfectaron, por triplicado y con Lipofectamine 2000 (Invitrogen), 150 ng del reportero de
luciferasa con los 3’"UTRs de los genes que se iban a comprobar (ver apartado 2.2.1.1) y 50 nmol de los
miRNAs sintéticos (miRIDIAN, Dharmacon). Las células se incubaron durante 48 horas antes de proceder a su
lisado y posteriormente se cuantificd la actividad de ambas luciferasas con el kit Dual-Luciferase® Reporter
Assay System (Promega) en el lumindmetro Infinite M200 (TECAN). La actividad luciferasa de Renilla fue
normalizada con la actividad luciferasa de Firefly como control de transfeccion. El efecto de los diferentes
miRNAs sintéticos de la familia de mir-58 sobre los 3’UTRs de los diferentes genes de estudio se analizd
relativizando el valor normalizado de la actividad luciferasa de Renilla al valor obtenido con el miRNA

sintético control miR-67 para cada tipo de 3’UTR.

Las graficas relacionadas con los ensayos de luciferasa presentadas en esta tesis corresponden a un

Unico experimento, siempre representativo de dos o mas réplicas experimentales.

2.4. Silenciamiento génico mediante RNAI

En C. elegans es relativamente sencillo reprimir la expresién de genes mediante RNAi a través del
alimento. Para ello, se alimentan los nematodos con bacterias E. coli transformadas con un plasmido que
tiene un fragmento del gen a inactivar, embebido entre dos promotores inducibles por tetraciclina. En
presencia de este antibidtico se induce, en las bacterias, la expresion de dsRNA del fragmento del gen que se
quiere silenciar. EIl RNA de doble cadena del gen de interés, que generan estas bacterias, difunde desde el
intestino de los nematodos para formar un hibrido en los diferentes tejidos con el mRNA del mismo gen
endogeno. Finalmente, ambos RNAs seran degradados por la maquinaria celular de silenciamiento génico

(RISC)™°.

Para reprimir la expresion de dbl-1, sma-6, daf-4 o sma-10, nematodos sincronizados en el estadio L4
fueron alimentados con la cepa de E. coli HT115 (DE3) transformada con plasmidos de RNAi de cada uno de
los genes anteriormente mencionados. Los pldsmidos de RNAi de daf-4 y sma-10 se obtuvieron de Source
BioScience. El pldasmido de sma-6 contiene un fragmento de este gen, que amplificamos por PCR con los
cebadores 5’-CAGCTGTACACGGAACTGG-3' y 5'-TCAACTTTACGCTGCGATTG-3’ e insertamos en el vector
L4440 (Addgene). Los clones bacterianos se cultivaron durante 16 horas a 37 2C y 150 rpm en LB
suplementado con 200 mg/mL de ampicilina (Sigma) y 12,5 mg/mL de tetraciclina (Sigma). De este cultivo se
repartieron 120 pL por placa P-60 de NGM con 1mM IPTG y 25 pg/mL de carbenicilina y se incubaron
durante 24 horas a temperatura ambiente antes de que se pusieran las larvas L4. Como el efecto del
silenciamiento génico se observa mas claramente en la F1, la progenie fue separada individualmente en

placas con RNAi y el tamafio maximo de los adultos de la progenie fue analizado como se describe en el
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apartado 2.7. de esta seccidn. Los ensayos se realizaron, al menos, por duplicado, con un minimo de 15

individuos por cepa.

2.5. Obtencidn de transgénicos
Los animales transgénicos se generaron por microinyeccion de hermafroditas adultas en las

141192 como se describe brevemente a continuacién. Hermafroditas adultas de unas 75 horas de

gonadas
edad fueron inmovilizadas sobre agarosa al 2% ligeramente rehidratada y localizada encima de un
cubreobjetos, dentro de una gota de aceite de microinyeccidn (Halocarbon Oil Series HC-700, Halocarbon
Products Corporation) para ralentizar su desecacion. En el microscopio (AXIO Observer.A1, Zeiss) se colocé la
hermafrodita de tal forma que el sincitio de una de sus gdénadas estuviera en un angulo de unos 452 con la
aguja de microinyeccion, previamente cargada con la mezcla de DNAs a microinyectar. Las agujas de
microinyeccion se generaron con la maquina Flaming/Brown Micropipette Puller P97 (Sutter Instruments) a
partir de capilares BF100-50-10 (Sutter Instrument) y se acoplaron al microinyector de Eppendorf, que esta
compuesto por una maquina de vacio (FemtoJet) y un brazo de microinyeccion (Inyect Man NI 2). La
microinyeccion de la mezcla de DNAs se realizé dentro del sincitio de la génada, que se hincha cuando se ha
introducido la mezcla de DNAs correctamente. La hermafrodita microinyectada se recuperé del cubreobjetos
afiadiendo una gota de M9, lo que permite que se despegue de la agarosa, y se transfirié a otra gota de M9
en una placa de NGM para favorecer su recuperacién. Al dia siguiente se observd la descendencia de las
hermafroditas microinyectadas para confirmar el éxito del proceso: como se ha afiadido un vector que
expresa GFP a la mezcla de microinyeccion (Ps..;::GFP, vector pGK10237), la presencia de progenie
fluorescente es indicativa de una microinyeccion satisfactoria. Para no dafiar a los transgénicos, éstos se
individualizaron cuando han alcanzado, al menos, el estadio L4. La seleccién de los transgénicos se realiz en
base a la expresién de GFP y a su capacidad para desarrollarse en presencia de higromicina. La seleccién por
resistencia a higromicina se llevé a cabo en placas de NGM suplementadas con higromicina B (Sigma) a
200 mg/L y es debida a que la mezcla de microinyeccidn contiene el vector pHygroSfi (regalo del Dr. J. Pérez-

Martin).

De la progenie de las hermafroditas microinyectadas, se seleccionaron varias lineas transgénicas
independientes en base a una fluorescencia estable de GFP. Los nematodos seleccionados se mantuvieron a
15 eC en placas de NGM con higromicina B (Sigma) a 200 mg/L. Para el andlisis de la expresidn de Pqy,.10::GFP
y para la sobreexpresiéon de dbl-1 en la cepa EUB0032, se utilizaron P.3::RFP (vector pPD185.114 a
50ng/uL) y Puysz:mCherry (vector p374), respectivamente, como marcadores fluorescentes de

microinyeccién. Para conferir mayor estabilidad a los “arrays” extracromosdmicos, se afiadid 1Kb DNA ladder
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(Invitrogen) a 80 ng/uL en todas las mezclas de microinyeccién® . En la Tabla M-7 se muestran las

concentraciones de los diferentes componentes que constituyeron las mezclas que se microinyectaron.

En los ensayos para evaluar la regulacién in vivo que los miRNAs de la familia de mir-58 ejercen sobre
los 3’UTRs de los genes de las rutas de TGFB, se microinyectaron nematodos de la cepa silvestre N2. Los
“arrays” extracromosdmicos de varias lineas transgénicas independientes se transfirieron al fondo genético
mir-58f(-), mediante dos cruces sucesivos entre machos procedentes de la cepa N2 con hermafroditas de la
cepa MT15563. Para el resto de “arrays” extracromosdmicos, cuya expresion queria compararse entre

diferentes fondos genéticos, sélo hizo falta un cruce con hermafroditas de la cepa a analizar

30

Nombre Plasmido pHygroSfi p374 pGK10
Papr.1::mCherry::3’UTR yprawr 60 ng/uL 40 ng/pL - 20 ng/uL
Papr.1::mCherry::3’"UTR yp1mut 60 ng/uL 30 ng/uL - 20 ng/uL
Psma.s::mCherry::3’"UTR 06wt 50 ng/uL 50 ng/uL - 20 ng/uL
Psma.s::mCherry::3’"UTR;0.6mut 50 ng/uL 50 ng/uL - 20 ng/uL
P gor.a::mCherry::3’"UTRpmo-6wr 50 ng/uL 30 ng/uL - 20 ng/uL
P gor.a::mCherry::3’"UTRpa-smut 50 ng/uL 30 ng/uL - 20 ng/uL
Paara::mCherry::3’UTR yorawt 50 ng/uL 30 ng/uL - 20 ng/uL
Paara::mCherry::3’UTR gopamur 50 ng/uL 30 ng/uL - 20 ng/uL
Puar1::mCherry::3’UTR yop 1wt 60 ng/uL 30 ng/uL - 20 ng/uL
Paar1::mCherry::3’UTR gor.1mut 60 ng/uL 30 ng/uL - 20 ng/uL
Psma.s::mCherry::3’"UTR,c.54 50 ng/uL 50 ng/uL - 20 ng/uL
mir-58++ 20 ng/pL’® 50 ng/uL - 20 ng/uL
mir-80++ 50 ng/pL’ 50 ng/uL - 20 ng/uL
WRM0624CB02: fésmido dbl-1 50 ng/uL 30 ng/uL 40 ng/uL -
Control mCherry - 30 ng/uL 50 ng/uL -
Control GFP - 30 ng/uL - 20 ng/uL
sma-6++3'UTR WT 20 ng/ulL 30 ng/ulL - 20 ng/ulL
sma-6++ 3'UTR MUT 20 ng/uL 30 ng/pL - 20 ng/pL
Pupy-7::4XNLS::GFP::3’"UTR 054 50 ng/ulL 50 ng/uL 30 ng/uL -
daf-1++ (A3’UTR) 20 ng/uL 30 ng/uL - 20 ng/uL
Ppir.58::pre-mir-58 20 ng/uL 30 ng/uL - 20 ng/uL
Ppir.g0::pre-mir-58 20 ng/uL 30 ng/uL - 20 ng/uL
Pipi.25::pre-mir-58 20y 100 ng/uL 30 ng/uL - 20 ng/uL
Ppy-7::pre-mir-58 20 ng/uL 30 ng/uL - 20 ng/uL
Pges.1::pre-mir-58 20 ng/uL 30 ng/uL - 20 ng/uL
Psma-10::sma-10 20 ng/uL 30 ng/uL - 20 ng/uL
Pmyo-2::sma-10 20 ng/uL 30 ng/uL - 20 ng/uL
Pypy-7::sma-10 20 ng/uL 30 ng/uL - 20 ng/uL
Pirx.3::sma-10 20 ng/uL 30 ng/uL - 20 ng/uL
Pima-10::GFP:3’UTR yc.54 50 ng/pL 30 ng/uL - -

Tabla M-7: Concentraciones de las mezclas de microinyeccion utilizadas para obtener transgénicos.
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2.6. Cuantificacion de los niveles de fluorescencia

A la hora de cuantificar la fluorescencia de los animales, tuvimos en cuenta las siguientes
consideraciones: 1) Se ha postulado que, al microinyectar una determinada mezcla de DNAs, los “arrays”
extracromosomicos, que se forman en el nucleo del gameto, contienen un porcentaje de cada plasmido

42 2) Observamos que habia pequefias

proporcional a la concentracién introducida de cada uno de ellos
variaciones en los niveles de fluorescencia de GFP y mCherry entre los individuos procedentes de una misma
hermafrodita microinyectada, por lo que se traté a cada uno de los descendientes como lineas (cepas)
independientes. 3) Ademds, observamos que los niveles de las dos proteinas fluorescentes variaban en la
misma proporcién entre individuos de una misma linea, como ya se habia observado con anterioridad*®'. Por
esta razén, para comparar los niveles de fluorescencia de los reporteros entre cepas transgénicas, se

utilizaron los niveles del marcador P,,.;::GFP como normalizador de cada “array” extracromosémico (cepa

transgénica).

Para cuantificar la fluorescencia de los nematodos en el estadio deseado, se pusieron en portaobjetos
sobre agarosa al 5% vy se utilizé 10 mM acida sédica (NaNs) en M9 para anestesiarlos*®. La emisién de
fluorescencia de GFP y mCherry se capturé individualmente durante un tiempo concreto, que se mantuvo
igual para cada “array” extracromosdmico. Para fotografiar las larvas en el estadio L4, se utilizé la
videocamara DFC360FX (Leica) acoplada al estereomicroscopio M165FC (Leica), mientras que las larvas en el

estadio L2 se fotografiaron en el microscopio AxioZeiss Imager.A1 (Zeiss) con la cdmara Axiocam Mrm (Zeiss).

La intensidad media de fluorescencia de cada individuo se determiné a partir del area de cada animal,
medida con el programa Image) (National Institutes of Health). A este valor se le restd el nivel de
fluorescencia basal, debido basicamente al fondo inespecifico generado por la muestra, y se normalizaron
los valores de mCherry dividiéndolos por los de GFP. Los valores mCherry/GFP obtenidos de cada individuo
se relativizaron a la media de este mismo valor en nematodos control, de tal manera que calculamos los
valores de induccion o represién en los diferentes fondos genéticos con respecto al control. En el caso del
analisis del reportero de daf-8 (Pgqr.s::GFP::daf-8) y de los reporteros de los promotores Pyog.3, Pmir-ss Y Psma-10,
la intensidad media de la fluorescencia de GFP del drea de cada individuo se relativizd directamente a la
media de este valor en nematodos con fondo genético silvestre (en el caso de P,,,.10 expuestos a OP50). Para
analizar si las diferencias entre los diferentes fondos genéticos de estos valores de fluorescencia eran

significativas, se aplicé el estadistico t de Student.

2.7. Determinacion de la longitud maxima de los nematodos
Para determinar la longitud maxima de los animales, se sincronizé una poblacién de nematodos y se

fotografiaron individualmente en el estereomicroscopio MZ7; con la camara JVC KY-F550 (JVC Professional
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Europe Ltd.) en intervalos de 24 horas a partir de las 85 horas tras la eclosion. La longitud de los animales se
midié con el programa Imagel (National Institutes of Health). Para determinar la longitud maxima con
precisidon, se tomaron por individuo los valores de dos-tres dias consecutivos, en los que la media de la
longitud de la cepa fue maxima, para hacer el promedio de ellos. Las longitudes maximas relativas se
obtuvieron dividiendo estos valores individuales maximos promedio entre el valor medio que se obtuvo de
la poblaciéon con fondo genético silvestre o de referencia. Se utilizd el estadistico t de Student para
determinar si las diferencias de tamafio entre las diferentes cepas eran significativas. Las longitudes, que se
presentan en esta tesis, corresponden a la media de, al menos, dos experimentos individuales, con un

minimo de 20 individuos por cepa.

2.8. Cuantificacion de las células precursoras de la hipodermis y de los
nucleos de hyp 7

Para cuantificar el numero de células precursoras de la hipodermis, se cruzé el transgénico JR667

(Pscm::GFP) con la cepa MT15024 (mir-58(n4640)). Se fotografiaron, al menos, 13 individuos adultos de JR667

y de mir-58(n4640);Psc\::GFP con la camara DFC360FX (Leica) acoplada al estereomicroscopio M165FC

(Leica), para contar las células que expresaban GFP.

Para comparar el nimero de nucleos de hyp 7 entre N2 y mir-58f(-), se microinyectaron ambas cepas
con el marcador de nucleos hipodérmicos Pyp,.7::4xNLS::GFP (Tabla M-7) y se utilizé el estereomicroscopio
M165FC (Leica) para contar los nucleos de 18 animales de cada cepa. Sélo se contabilizaron los nucleos

hipodérmicos de un lado de los animales, excluyendo los nucleos dorsales y ventrales.

2.9. Cuantificacion de la ploidia
Una vez que los individuos alcanzaron su tamafio maximo, se fijaron con soluciéon de Carnoy durante,
al menos, 24 horas®. Tras tratarlos 30 minutos con DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol, Sigma) a una

82 se observaron al microscopio AxioZeiss Imager.Al (Zeiss) y se

concentracion de 100 ng/mL en PBS
fotografiaron los nucleos hipodérmicos de hyp 7 y de la cuerda nerviosa ventral con la cdmara Axiocam Mrm
(Zeiss). El area y la intensidad media de fluorescencia de los nucleos se determinaron con el programa
Imagel (National Institutes of Health). Se estimd el contenido en DNA de los nucleos diploides haciendo la
media del producto del drea y la intensidad media de fluorescencia en los nucleos de la cuerda ventral. La
ploidia del sincitio hipodérmico hyp 7 se obtuvo dividiendo el producto del drea y la intensidad media de

49, 131, 194
$ 20, Para

fluorescencia de sus nucleos por la estimacion del contenido en DNA de un nucleo haploide
analizar si las diferencias de ploidia hipodérmica entre cepas eran significativas, se aplico el estadistico t de
Student. Los datos de ploidia, que se presentan en esta tesis, corresponden a la media de, al menos, dos

experimentos, con un minimo de 6 individuos por cepa.
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2.10. Ensayos de dauer

Para estudiar la entrada en dauer por una elevada temperatura, se sincronizé una poblacién de
nematodos mediante el método de puesta de huevos (20-40 hermafroditas ponen huevos durante 4-6 horas
a 20 °C y, posteriormente, las hermafroditas son eliminadas de la poblacién) vy, tras tres dias, se analizd
visualmente la presencia de larvas dauer en la placa crecida a una determinada temperatura (20 °C, 22,5 ¢C
o 25 (). En los ensayos de entrada en dauer de transgénicos, se utilizaron placas con higromicina para

seleccionar la progenie que porta el “array” extracromosémico.

En los andlisis de entrada en dauer por inanicidn, se pusieron 4 hermafroditas gravidas por placa y se
dejaron las placas a 15 9C durante 20 dias para que la poblacién descendiente se quedara sin comida. Los
nematodos se recogieron de las placas con 1% SDS y se dejaron 30 minutos tras los cuales se cuantificaron

las larvas que se movian, por triplicado.

2.11. Caracterizacion morfologica de dauer
Para describir morfolégicamente las larvas arrestadas por aumento de temperatura, se anestesiaron
con 25 mM acida sédica (NaN3) en M9'® y se fotografiaron con el objetivo 63x en el microscopio confocal

DMI 6000 (Leica).

2.12. Cuantificacion de mRNAs y miRNAs mediante qRT-PCR

El RNA total de las poblaciones sincronizadas se extrajo con el kit miRNeasy (Qiagen). Para la
retrotranscripcion del mRNA, se utilizd el kit SuperScript Il First-Strand Synthesis System (Invitrogen). La
RT-PCR a tiempo real se llevé a cabo en el termociclador 7500 Fast (Applied Biosystems), utilizando sondas
TagMan (mRNA Assays, Applied Biosystems) para cuantificar los niveles de cDNA. Para los ensayos de los
genes modulados por la familia de mir-58, se utilizaron los genes crn-1y cey-1 como controles endégenos, ya
que sus proteinas no variaron en otros estudios realizados en mutantes mir-58(n4640)*°. Para el analisis de

175

las muestras del apartado de sma-10, se utilizaron ama-1*° y hrs-1'", al ser genes propuestos por otros

autores como genes control, ya que no varian como consecuencia de la actividad de la ruta TGFB Sma/Mab.

Para analizar los niveles de miRNAs, también se utilizaron ensayos de TagMan (microRNA Assays,
Applied Biosystems), tanto para la retrotranscripcion como para la RT-PCR a tiempo real. La determinacion
de los miRNAs mas estables entre cepas, para utilizarlos como miRNAs control, se llevé a cabo utilizando los
programas Genorm® y Normfinder’. En la ruta TGFB Sma/Mab los miRNAs mas estables fueron mir-47 y

mir-81, mientras que para la de TGFB Dauer fueron mir-81y mir-82.

Las graficas de gRT-PCR presentadas en esta tesis corresponden a la media de, al menos, tres réplicas

bioldgicas y, en cada una de las réplicas, se analizaron las muestras por triplicado. Para normalizar entre
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réplicas bioldgicas del mismo estadio larvario o condiciéon experimental, se cambiaron los valores umbral
(Threshold) de cada gen, asignados por el programa 7500 software v2.0.6 (Applied Biosystems) para cada
gRT-PCR, por la media de estos valores. Los nuevos datos Ct (ciclo umbral — cycle Threshold), que se
obtuvieron con el programa 7500 software v2.0.6 (Applied Biosystems), se analizaron con el software

84 vara calcular los cambios relativos de los transcritos y realiza un

REST'®. Este programa usa el método 2’
test de aleatorizacion (Pair Wise Fixed Reallocation Randomization Test®) para asignar la significancia entre

genes y cepas.

2.13. Ensayos de longevidad

El estudio de la longevidad se llevd a cabo a 20 2C en placas de NGM sembradas con OP50 y
suplementadas con 50 pM FUdR, para evitar el desarrollo de la progenie y evitar el matricidio™*. Se
transfirieron por placa 10 individuos en estadio L4 y este momento se definid6 como tiempo 0 del
experimento (ty). Los animales que explotaron por la vulva o salieron del agar se incluyeron en el andlisis
como individuos censurados. Se utilizé el programa Prism5 (Graphpad) para generar las curvas de
supervivencia y calcular los tiempos de vida media. Para analizar si las diferencias de longevidad entre cepas
eran significativas (valores p < 0,01), se utilizd el método log-rank (Mantel-Cox). Los ensayos se realizaron
por duplicado con, al menos, 30 individuos por cepa. Las curvas de longevidad presentadas en esta tesis

corresponden a un Unico experimento, siempre representativo de varias réplicas experimentales.

2.14. Analisis del periodo reproductivo

La capacidad de reproduccion de las diferentes cepas se estudié a 20 2C en placas de NGM sembradas
con OP50. 30 nematodos por cepa se individualizaron en el estadio L4 y se transfirieron diariamente de placa
hasta que termind su periodo reproductivo. Las placas se mantuvieron a 15 2C durante 2-3 dias para
cuantificar la progenie viable diaria por individuo. Aquellos individuos que murieron por matricidio,
explotaron por la vulva o se escaparon fueron censurados en el analisis. Se utilizd el programa Prism5 de
forma similar al apartado 2.13. Los ensayos se realizaron por duplicado con, al menos, 30 individuos por
cepa. Los datos de capacidad reproductiva presentados en esta tesis corresponden a un Unico experimento,

siempre representativo de varias réplicas experimentales.

2.15. Ensayos de inmunidad
Para analizar la resistencia a S. marcescens, se transfirieron 10 individuos en estadio L4 (t,) por placa

136, 170

de NGM sembrada con este patdgeno y se incubaron a 20 2C. Se observaron los individuos en

intervalos de 24 horas. Los ensayos se realizaron con 30 individuos por cepa.
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Los ensayos de inmunidad con P. aeruginosa PA14 se llevaron a cabo en placas SKP a 25 2C de forma

168, 170, 195

analoga a otros autores , poniendo también 10 larvas L4 por placa (tp). La supervivencia de cada

animal se analizé cada 6-8 horas. Los ensayos se realizaron con, al menos, 40 individuos por cepa.

Se transfirieron los individuos vivos cada 48 horas a nuevas placas hasta que finalizé su periodo
reproductivo, para evitar confundirlos con su descendencia. Los animales que explotaron por la vulva,
murieron por matricidio o salieron del agar se incluyeron en el analisis como individuos censurados. En estos
ensayos también se utilizé el programa Prism5 con los mismos fines que en el apartado 2.13. Las curvas de
supervivencia presentadas en esta tesis corresponden a un Unico experimento, siempre representativo de

varias réplicas experimentales.

2.16. Busqueda informatica de genes diana de miRNAs
Los genes diana tedricos de la familia de mir-58 se buscaron en 7 bases de datos: mirz®®, mirwipP®,

2,61, 62 11 . 11 . 13, 1. 2, . 1
42,61, 6 , TargetScanWorm93’ 9, PicTar 5, microRNA.org 3, 14,42,97 y mirSOM’%. Se crearon

Microcosm/miRBase
bases de datos en Access (Microsoft) para cruzar la informacion de las bases de datos online y se

seleccionaron aquellos genes que, al menos, aparecian en tres de ellas.

Las bases de datos de los genes seleccionados, candidatos a ser regulados por los miRNAs, se cruzaron
a su vez con otras bases de datos para encontrar genes involucrados en el control de tamafno (Wormbase:

fenotipo largo (/on)).
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1. La familia de mir-58 y TGFf3

Hasta el estudio de Alvarez-Saavedra y Horvitz>, ningin mutante de miRNAs en C. elegans habia
mostrado alteraciones en el tamafio corporal, fenotipo dependiente de TGFB Sma/Mab®. Sin embargo, los
mutantes de la familia de mir-58 (en adelante mir-58f(-)) resultaron ser pequefos y, ademas, incapaces de
entrar en el estadio de resistencia dauer’, fenotipo dependiente de TGFB Dauer. Ambos fenotipos podrian
explicarse si la familia de mir-58 (en adelante mir-58f) alterase la sefializacion a través de TGFpB. Por lo tanto,

nos preguntamos si estos miRNAs podrian regular ambas rutas de TGF.

1.1. Genes de las rutas TGFB Sma/Mab y TGFB Dauer son posibles genes
diana de mir-58f

Para identificar potenciales genes regulados por miRNAs concretos, hay disponibles herramientas
informaticas que predicen con una alta probabilidad la unién entre un miRNA y un gen. Cada uno de estos

. s . .. , . e . 11,1 1 2
programas informaticos utiliza parametros y algoritmos especificos y diferentes'® '3 164 2%,

Tras buscar en siete de estos programas genes probables de ser regulados por los cinco miembros de
la familia de mir-58 (mir-58, mir-80, mir-81, mir-82 y mir-1834), se identificaron los genes de los ligandos de
las dos rutas de TGFP mas conocidas en el nematodo, dbl-1 (TGFB Sma/Mab) y daf-7 (TGFB Dauer), asi como
de los receptores de ambas rutas, daf-1, daf-4 y sma-6 (Tabla R-1). Todos estos genes tienen en sus 3'UTRs

secuencias con complementariedad parcial a los miRNAs de mir-58f (Parte Il del Anexo ).

Base de Datos sma-6 dbl-1 daf-1 daf-4 daf-7
PicTar X miR-58;80-82 X X X
mirZ miR-58 miR-58;80-82 X X X
mirWIP miR-58;80-82 miR-58;80-82 miR-58;80-82 miR-58;80-82 miR-58;80-82
. . miR-80-82; miR-58;80-82; miR-58;80-82; miR-58;80-82;
mirSOM miR-58 miR-1834 miR-1834 miR-1834 miR-1834
TargetScanWorm miR-'58;80-82; miR-'58;80-82; miR-'58;80-82; miRi58;80-82; miR-.58;80-82;
miR-1834 miR-1834 miR-1834 miR-1834 miR-1834
microRNA.org miR-'58;80-82; miR-'58;80-82; miR-'58;80-82; miRi58;80-82; miR-.58;80-82;
miR-1834 miR-1834 miR-1834 miR-1834 miR-1834
Microcosm/ miR-58 X mMiR-80-82 miR-80 X
miRBase

Tabla R-1: Resumen de resultados de la busqueda de genes diana de mir-58f relacionados con las rutas
TGFB Sma/Mab y TGFB Dauer. Se muestran las predicciones de las diferentes bases de datos para cada gen.
La X indica que para ese gen, en esa base de datos, no se han encontrado predicciones de regulacion por
algun miembro de mir-58f.

Aungue estos cinco genes de las rutas de TGFB son candidatos a ser genes diana de mir-58f in silico,
por las predicciones de cuatro programas informaticos, es necesario comprobar si estas interacciones

pronosticadas suceden in vivo, ya que estos programas predicen falsos positivos con cierta frecuencia.
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1.2. Los receptores y ligandos de TGFB Sma/Mab y TGFB Dauer estan
sobreexpresados en mutantes de mir-58f

Para averiguar si dbl-1, sma-6, daf-4, daf-1 y daf-7 estan regulados por mir-58f in vivo, se midieron los
niveles de mRNA de estos genes en dos fondos genéticos: animales silvestres N2 y animales mutantes que
no expresan cuatro de los cinco miembros de mir-58f, los mutantes mir-58f(-). Se eligieron tres estadios
larvarios diferentes, L1 y L2 por ser clave para TGFB Dauer® y L4 por ser determinante para TGFpB
Sma/Mab™* °>. También se analizaron los niveles de expresién de estos genes en poblaciones no
sincronizadas, que denominamos estadio mixto porque estdn formadas por una mezcla de estadios del
desarrollo, excluyendo larvas dauer. El estudio de estas muestras de estadio mixto permite detectar si la
regulacion de mir-58f sobre estos componentes de TGFB se produce en otro momento de su ciclo vital

diferente a L1, L2 o L4.
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Figura R-1: Los mRNAs de los receptores y ligandos de ambas rutas de TGFB estan sobreexpresados en
mir-58f(-) con respecto al control N2. Se muestran los resultados de cuatro experimentos de qRT-PCR
independientes en los estadios larvarios L1 (A), L2 (B) y L4 (C), asi como en poblaciones de estadio mixto (D).
Las barras azules muestran los niveles de mRNAs en la cepa control N2 y las moradas los presentes en
mir-58f(-) normalizados a los controles. La barra de error muestra la desviacion estandar y la estrella indica
diferencias estadisticamente significativas con N2 con una probabilidad <0,05.

Mediante ensayos de qRT-PCR se observd que en mir-58f(-) los mRNAs de sma-6, daf-4 y daf-1 (que
codifican para los receptores de ambas rutas de TGFB) estan significativamente sobreexpresados con

respecto a N2 en todos los momentos durante el desarrollo estudiados, asi como en poblaciones mixtas
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(Figura R-1A-D). Los niveles de mRNA de dbl/-1 y daf-7 (que codifican para los ligandos) son estadisticamente
mas altos en mir-58f(-) que en los nematodos silvestres en los estadios larvarios L1 (Figura R-1A) y L4 (Figura
R-1C), asi como en muestras provenientes de una poblacién mixta (Figura R-1D). La ausencia de estos
miRNAs no afectd, sin embargo, a los niveles de mRNA de dbl-1 o daf-7 en el estadio larvario L2 (Figura

R-1B).

Estos experimentos sugieren que los mRNAs de sma-6, daf-4, daf-1, dbl-1 y daf-7 estan sujetos a la
regulacion de mir-58f en todos los estadios estudiados, con la excepcion de dbl/-1 y daf-7 en L2, estadio

donde esta regulacién no se detecta.

1.3. ¢Estan los receptores y ligandos de las rutas TGFB Sma/Mab y TGF
Dauer regulados directamente por mir-58f?

Para averiguar si mir-58f regula directamente los genes anteriormente identificados, realizamos varios
tipos de ensayos previamente validados por otros grupos. Estos ensayos estan basados en la utilizacion de
genes reporteros (luciferasa o proteinas fluorescentes) bajo la influencia de regiones génicas donde se ha
pronosticado la interaccion con el miRNA. La mayoria de regiones génicas sujetas a la regulacion por miRNAs
se encuentran en el 3’"UTR de los genes, como ocurre con estos genes de TGFpB segln las predicciones de los
diferentes programas bioinformdticos. Por lo tanto, la secuencia correspondiente al 3'UTR del gen,
susceptible de ser regulado por un determinado miRNA, se clona detras del gen reportero. Los niveles del
MRNA del reportero seran regulados por la interaccion del 3’UTR con el miRNA, lo cual resultard en un
cambio cuantificable en la actividad del gen reportero (emisidon de luz o de fluorescencia). Los 3’UTRs
silvestres y mutados de los genes candidatos se clonaron en el vector psiCHECK-2, corriente abajo del gen de
la luciferasa (Renilla), y se cotransfectaron en células HelLa junto con los miRNAs sintéticos de miR-58f y el
miRNA control miR-67. Posteriormente, se lisaron las células y se cuantificd la actividad luciferasa en las

distintas condiciones experimentales. Los resultados se muestran en la Figura R-2.

La presencia de los 3'UTRs de todos los genes analizados, salvo en el caso del 3’UTR de daf-7,
redujeron la actividad de la luciferasa cuando se transfectaron con los miRNAs de miR-58f, en comparacion
con el miRNA control miR-67 (Figura R-2). Ademas, esta represidn resultd ser dependiente de los sitios de
unién a miR-58f pronosticados en los 3’UTR de estos genes, ya que, al mutarlos de forma dirigida, aumento
la actividad luciferasa en todos los casos. Los 3'UTR de daf-4 y daf-1 son susceptibles de ser regulados por
todos los miembros de miR-58f, mientras que los 3’UTR de sma-6 y dbl-1 no reprimen tan eficazmente la
expresion de luciferasa en presencia de miR-81 y miR-58/miR-80, respectivamente. En cuanto al 3’'UTR de
daf-7, sélo reprimid la actividad luciferasa en presencia de miR-58, mostrando una pequefia diferencia
estadisticamente significativa respecto al control miR-67, lo que sugiere que, en conjunto, el 3’'UTR de daf-7

no es regulado tan eficazmente por miR-58f como lo son los otros genes de TGFB analizados.
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Figura R-2: Los 3’UTRs de los mRNAs de los receptores de TGFB y del ligando de TGFB Sma/Mab median la
represién de luciferasa inducida por miR-58, miR-80, miR-81/82 y miR-1834 en células Hela. En las graficas
se muestran los resultados representativos de, al menos, dos experimentos independientes de transfeccidon
de células Hela con los distintos miRNAs sintéticos y el vector psiCHECK-2 con el 3’UTR de dbl/-1 (A), daf-7
(B), sma-6 (C), daf-1 (D) y daf-4 (E). Se representa la actividad luciferasa media con su desviacién estandar
para cada 3'UTR y miRNA concreto, normalizada con la actividad luciferasa registrada con el control miR-67.
Los datos para cada 3'UTR silvestre se corresponden con las barras grises y los de los 3’"UTR mutados con las
barras marrones. La estrella indica una diferencia estadisticamente significativa con los valores de actividad
luciferasa obtenidos con el miRNA control miR-67 con una probabilidad < 0,01. Experimentos realizados por
E. Lozano.

Para averiguar si las interacciones observadas en los ensayos de luciferasa se producen in vivo, se
generaron nematodos transgénicos que portaban, como reportero de la actividad 3’'UTR-miRNA, el gen de la
proteina fluorescente mCherry. Con este fin, se clonaron en el vector de expresion p374, que codifica para la
proteina mCherry como reportero, tanto las regiones 5’ flanqueantes como los 3'UTRs silvestres y mutados

de dbl-1, sma-6, daf-4y daf-1.
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Como se observa en la Figura R-3, en los nematodos de la cepa silvestre N2 (que expresan todos los
miembros de mir-58f) se detecta menor emisién de fluorescencia del reportero mCherry, en comparacion
con mir-58f(-) en presencia del 3'UTR silvestre (WT) correspondiente (ver imagenes en la Figura A-1 del
Anexo |). Por el contrario, al mutar tres nucleétidos del 3’'UTR dentro de la regién pronosticada de union a
los miRNAs, complementarios a las posiciones 2-4 de la region “seed” del miRNA, se detectan unos niveles
de mCherry similares en nematodos silvestres y mutantes, salvo en el caso del 3’UTR mutado (MUT) de
sma-6 (paneles B y C de Figura R-3). Los resultados obtenidos con el 3’UTR mutado de sma-6 se discutiran

mas adelante.
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Figura R-3: mir-58f reduce la expresion del reportero mCherry a través de los 3’"UTRs de los mRNAs de los
receptores de TGFB y del ligando DBL-1 de TGFB Sma/Mab. Valores de induccion relativa de mCherry/GFP
de transgénicos en el fondo genético de N2 (azul) y en el fondo genético de mir-58f(-) (morado) que
expresan el reportero mCherry bajo el control de los 3’UTR silvestres (WT) y mutados (MUT) para dbl-1 (A),
sma-6 (B y C), daf-4 (D) y daf-1 (E). Se muestra la media del valor de induccion relativa con la desviacion
estandar. La estrella indica diferencias estadisticamente significativas con los transgénicos de fondo genético
silvestre con una probabilidad < 0,001.

En conclusién, estos ensayos in vivo con nematodos transgénicos, junto con los resultados de los
ensayos in vitro de luciferasa, sugieren que dbl-1, sma-6, daf-4 y daf-1 son susceptibles de ser reprimidos por

mir-58f in vivo a través de los 3'UTRs de sus mRNAs.
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1.4. mir-58fy el control del tamaiio corporal

Nuestros resultados, en concordancia con los de Alvarez-Saavedra y Horvitz’, muestran que los

mutantes mir-58f(-) presentan un tamafo reducido, similar al de los mutantes del gen dbl/-1 (ver Figura R-4).
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Figura R-4: Longitud relativa de mutantes dbl-1(nk3) y mir-58f(-) en relacién a nematodos silvestres N2. Se
muestra la media de, al menos, dos experimentos independientes para cada cepa con su intervalo de
confianza del 95%. La estrella indica diferencias estadisticamente significativas con la cepa silvestre N2 con
una probabilidad < 0,001. n > 40 individuos por cepa.

Recientemente, Vora y colaboradores han descrito que mutantes simples de mir-80 son mas

211 5,211

pequefios y delgados que la cepa silvestre N2°°". Sin embargo, a pesar de estos trabajos™“*~, todavia no se ha

estudiado con detalle si la eliminacion de algin otro miembro de la familia, o combinaciones de ellos,
también es capaz de afectar al tamafio de C. elegans. Por esta razén, nos propusimos analizar la contribucidon
de cada miembro de mir-58f, o combinaciones, al tamafio de los nematodos. Para ello, se calculé la longitud
maxima alcanzada en los nematodos adultos, tanto de cepas mutantes que carecian de un Unico miRNA

como de nematodos que no expresan varios de ellos.
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Figura R-5: mir-58f regula positivamente el tamaiio de C. elegans. Longitud relativa de todas las
combinaciones de mutaciones de los miRNAs de mir-58f. Se muestra la media de, al menos, dos
experimentos de cada cepa con el intervalo de confianza del 95%. La estrella indica diferencias
estadisticamente significativas con la cepa silvestre N2 con una probabilidad < 0,001. n > 48 individuos por

cepa.

En la Figura R-5 y Tabla A-1 del Anexo | se muestra que mir-58 es el inico miRNA de la familia cuya
ausencia, de forma individual, dio lugar a una reduccidn significativa del tamafio corporal en comparacion
con N2. La ausencia de mir-80, individual o combinada con la de mir-81/82, no produjo nematodos mas

pequeiios que los silvestres N2. Sin embargo, la ausencia de mir-58, combinada con la de mir-80, originaba

animales de menor tamafio que nematodos que carecian de mir-58 y mir-81/82.
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Por lo tanto, estos resultados sugieren que miR-58 es el miRNA de la familia que mayor contribucion
tiene al tamafio corporal, seguido de miR-80 y de miR-81/82. Los resultados también indican que la funcidn
de miR-80 y miR-81/82 en el control del tamafio puede ser suplida por la de miR-58. Asimismo, en
concordancia con otros autores®, la ausencia conjunta de miR-58, miR-80 y miR-81/82 compromete

severamente el tamafio corporal de los nematodos (Figuras R-4 y R-5).

1.4.1. Los mutantes de mir-58f tienen una elevada actividad de TGFB Sma/Mab

Los ensayos de gRT-PCR (Figura R-1) muestran que los mutantes de mir-58f tienen unos niveles
anormalmente elevados de mensajeros de los receptores y del ligando de TGFB Sma/Mab. Estas
observaciones llevaron a preguntarnos si estos nematodos tenian, como cabria esperar, una mayor actividad

de TGFB Sma/Mab.

Para analizar la actividad de TGFB Sma/Mab, se eligio el gen sma-6 que, ademds de codificar para uno
de los receptores de la ruta, es regulado transcripcionalmente de forma positiva cuando TGF Sma/Mab esta
activa'® '”>. En primer lugar, quisimos confirmar que sma-6 responde de forma positiva a TGFp Sma/Mab,

. 1 1
como han descrito otros grupos'*> '’

. Para confirmarlo, se generaron nematodos transgénicos que
sobreexpresaban una construccion que codificaba para la proteina fluorescente mCherry bajo el control de
la regién 5’ flanqueante de sma-6 en diferentes fondos genéticos: silvestre (cepa N2), mutante que carece
del ligando DBL-1 (cepa dbl-1(nk3)) y mutante que sobreexpresa el ligando DBL-1 (cepa dbl/-1(ct/s40)). Para

Ill

evitar la variabilidad debida al “array” extracromosdmico, se microinyectaron Unicamente nematodos N2 y
varias lineas transgénicas independientes se cruzaron de forma individual con las diferentes cepas mutantes
(dbl-1(nk3) y dbl-1(ctIs40)). Como se observa en la Figura R-6 y en la Figura A-2 del Anexo I, los transgénicos
de la cepa que sobreexpresa el ligando (dbl-1(ctls40)) emiten mas fluorescencia que los de la cepa silvestre
N2, mientras que en transgénicos sin ligando (dbl-1(nk3)) la fluorescencia es practicamente nula, tal y como
cabria esperar. A continuacidn, para averiguar si TGFB Sma/Mab estd activa en la cepa mutante mir-58f(-), se
cruzaron varias lineas transgénicas portadoras de la construccidon reportera de sma-6 con mir-58f(-) y se
cuantificd la fluorescencia de mCherry. En estos animales se detectaron niveles de fluorescencia
aproximadamente 20 veces superiores a los detectados en la cepa control N2. Esta induccién es incluso

superior a la que se observa en nematodos que sobreexpresan el ligando de la ruta TGFB Sma/Mab

(dbl-1(ctls40)) (Figura R-6 y Figura A-2 del Anexo I).
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Figura R-6: La actividad de TGFB Sma/Mab esta inducida en los mutantes mir-58f(-). Cuantificacién de la
fluorescencia de mCherry en estadio L4 de las diferentes cepas, normalizada a los valores de fluorescencia
de GFP. Se muestra la media de, al menos, 2 experimentos independientes con su intervalo de confianza del
95%. La estrella indica diferencias estadisticamente significativas con los transgénicos silvestres de N2 con
una probabilidad < 0,05. n > 25 individuos por cepa. Experimentos realizados en colaboracion con A.G. Saez.

Estos resultados indican que la ruta TGFB Sma/Mab esta inducida en ausencia de mir-58f.

1.4.2. ¢La seiializacidn a través de TGFB Sma/Mab explica el menor tamaiio de los
mutantes mir-58f(-)?

El hecho de que los mutantes mir-58f(-) sean pequefos (Figuras R-4 y R-5), a pesar de que tengan la
ruta TGFB Sma/Mab inducida (Figura R-6), sugiere que TGFB Sma/Mab no es la ruta que determina el
tamafio de los nematodos defectivos en esta familia de miRNAs. Para comprobarlo experimentalmente, se
realizaron ensayos de epistasis. En C. elegans, para estudiar si dos genes estan involucrados en la misma via
de sefalizacién (epistasis entre genes), se utilizan nematodos mutantes nulos en ambos genes y se analiza el
fenotipo resultante respecto a los fenotipos de los mutantes simples®. Si el fenotipo del doble mutante es
igual al de alguno de los mutantes simples, se infiere que ambos estdn en la misma ruta y que el gen, cuya
mutacion confiere el fenotipo al doble mutante, estd corriente abajo en la via de sefializacion. En cambio, si
el doble mutante presenta un fenotipo intermedio o mas acusado, implicaria que los genes pertenecen a
rutas independientes o que la sefalizacién de la misma no es lineal y podrian existir bifurcaciones o bucles

regulatorios.

Segun los resultados de la Figura R-5, mir-58 es el miRNA de la familia que mds contribuye al tamafio
de C. elegans y también el Unico cuyos mutantes son pequefios. Por esta razon, se utilizé este miembro de la

familia para estudiar la epistasis con los mutantes de TGFB Sma/Mab.

En una primera aproximacion, se cruzé la cepa que contenia la mutacion de mir-58 con las cepas que
tienen dbl-1 delecionado (dbl-1(nk3)) o sobreexpresado (dbl-1(ctls40)). En la Figura R-7 y Tabla A-2 del
Anexo | se observa que los nematodos defectivos en db/-1 o en mir-58 son animales mas pequefios que los
controles N2. También se aprecia que los dobles mutantes mir-58(n4640);dbl-1(nk3) son incluso mas
pequefios que cualquiera de los mutantes simples. Estos resultados sugieren que TGFB Sma/Mab y mir-58

controlan de forma independiente el tamafio corporal de los animales. Ademas, se observa que la
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combinacion de mir-58(n4640) con animales que sobreexpresan el ligando de TGFB Sma/Mab (db/-1(ctIs40))
presenta un tamafo intermedio. Los fenotipos de los dobles mutantes son, por lo tanto, aditivos, lo que

apoya la hipdtesis de un control independiente del tamafio corporal por la ruta TGFB Sma/Mab y mir-58.

B dbl-1(ctis40)

B3 mir-58(n4640);dbl-1(ctis40)
O N2

B mir-58(n4640)

3 dbl-1(nk3)

B8 mir-58(n4640);dbl-1(nk3)
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Figura R-7: mir-58 regula el tamafio corporal de forma independiente de TGFB Sma/Mab. Longitud relativa
de mutantes de TGFB Sma/Mab, mir-58(n4640) y dobles mutantes con respecto a N2. Se muestra la media
de, al menos, dos experimentos de cada cepa con su intervalo de confianza del 95%. La estrella indica
diferencias estadisticamente significativas en cada cepa (N2, dbl-1(nk3), dbl-1(ct/s40)) al eliminar mir-58 con
una probabilidad < 0,001. n > 39 individuos por cepa.

Adicionalmente, se utilizd un segundo abordaje experimental para comprobar si el tamafio corporal
de los nematodos estaba controlado por TGFB Sma/Mab y mir-58 de forma paralela o a través de la misma
via de sefializacion. En este caso se utilizd la cepa mir-58f(-), que carece de cuatro de los cinco miRNAs de la
familia de mir-58, a diferencia de los ensayos de epistasis anteriores, donde sdlo se trabajaba con mutantes
en el miembro mir-58. Este abordaje consistié en experimentos de RNA de interferencia (RNAI). Se utilizaron
fragmentos de las secuencias génicas de sma-6, sma-10 y daf-4 para inactivar TGFB Sma/Mab en mir-58f{(-).
Como se muestra en la Figura R-8, al inhibir algin miembro de esta ruta de TGF3 por RNAi en mir-58f{(-), la
longitud de los nematodos se reduce hasta un 23%, en el caso del RNAi del receptor SMA-6 (Tabla A-3 del
Anexo |). En cambio, la inhibicién del receptor DAF-4 y la del correceptor SMA-10 no redujo el tamafio de los

animales tan drasticamente (4% y 5% respectivamente) (Figura R-8, Tabla A-3 del Anexo |).
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Figura R-8: La reduccién de la actividad de TGFB Sma/Mab por RNAi disminuye aun mas el tamafio de
mir-58f(-). Longitud relativa de mir-58f(-) tratado con RNAi de los genes daf-4, sma-10 y sma-6 frente a la
cepa tratada con el vector de RNAI vacio (RNAi Control). Se muestra la longitud relativa media de, al menos,
dos experimentos independientes de cada tratamiento con su intervalo de confianza del 95%. La estrella
indica diferencias estadisticamente significativas con el tratamiento control con una probabilidad < 0,001.
n > 30 individuos por cepa.
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En resumen, nuestros resultados ponen de manifiesto que TGFB Sma/Mab y mir-58f promueven el

crecimiento corporal de forma independiente.

1.4.3. mir-58f inhibe el tamafio de los nematodos a través de TGFB Sma/Mab

Aunque el tamafio pequefio de mir-58f(-) no esté determinado por la actividad de TGFB Sma/Mab
(Figuras R-7 y R-8), como la ruta actia como promotora del crecimiento (Figura R-7) y mir-58f(-) tiene
sobreactivada esta ruta (Figura R-6), quisimos cuantificar el efecto inhibitorio que ejerce mir-58f sobre el
crecimiento mediado por la represion de los genes diana de la ruta de TGFB Sma/Mab. En concreto,
estudiamos el efecto en tamafio que ejercia mir-58f a través de sma-6. Para cuantificarlo, se microinyectd
una construccion que codificaba para sma-6 con su 3’UTR en nematodos defectivos para este gen
(sma-6(wk?7)). Como se observa en la Figura R-9A, cuando sma-6 incluye el 3’'UTR silvestre (sma-6++ 3'UTR
WT), los individuos recuperaron el tamafo de los nematodos silvestres N2. En cambio, cuando se
microinyectd la construccion de sma-6 con su 3’'UTR mutado (sma-6++ 3’UTR MUT), los transgénicos no sélo
recuperaron el tamafio de los mutantes sma-6(wk7), sino que eran significativamente mas largos que los
silvestres (10% mas largos). Ademas, cuando se sobreexpresé SMA-6 en mir-58f(-), los nematodos crecian
ese mismo 10% independientemente de que el 3’"UTR estuviera mutado o no (Figura R-9B), lo que indica que
sma-6 no es susceptible de ser regulado a través de su 3’UTR en un fondo genético que carece de esta

familia de miRNAs.
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Figura R-9: mir-58f controla el tamafio de los nematodos a través del 3’UTR de sma-6. (A) Longitud media
relativa a N2 de transgénicos de sma-6 con su 3’UTR silvestre (WT) o mutado (MUT) en el fondo genético de
sma-6(wk7). (B) Longitud media relativa a mir-58f(-) de transgénicos de sma-6 con su 3’'UTR silvestre (WT) o
mutado (MUT) en el fondo genético de mir-58f(-). Se muestra la longitud relativa media de, al menos, dos
experimentos independientes con su intervalo de confianza del 95%. La estrella indica diferencias
estadisticamente significativas entre transgénicos de sma-6 con su 3’UTR silvestre (WT) y mutado (MUT) con
una probabilidad < 0,001. Si no es significativa se indica con NS. n > 30 individuos por cepa.

Estos experimentos sugieren que mir-58f, ademas de ser un modulador positivo del crecimiento, es
también un regulador negativo del mismo cuando actua a través del control de la expresidon de genes de

TGFB Sma/Mab, al menos, a través de sma-6.
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1.4.4. La regulacion del tamaiio por mir-58 esta dirigida por varios tejidos

En C. elegans la ruta predominante en el control del tamafio corporal es TGFB Sma/Mab, a través de la

B! Aparte de esta ruta de TGFB,

regulacion de los niveles de endorreduplicacién de los nucleos hipodérmicos
el tamano del nematodo estd influido por otros mecanismos que median la ingesta, degradacion y
asimilacién del alimento. Principalmente, los érganos que dirigen el tamano corporal de los nematodos son
el intestino y la hipodermis. El primero por ser el encargado de degradar y asimilar el alimento; y el segundo
por ser un sincitio cuyo tamafio regula el crecimiento durante el periodo adulto®.

91, 101, 103, 125, 220

Los dos miembros de mir-58f mds abundantes son mir-58 y mir-80 y ambos tienen un

amplio patrén de expresidn tisular, aunque se expresan predominantemente en intestino e hipodermis® ***.
Como los mutantes de mir-58 son los Unicos mutantes simples de esta familia de miRNAs que son mas
pequefios que los nematodos silvestres (Figura R-5), se quiso analizar en cudl de estos dos tejidos ejerce
mir-58 su papel como regulador positivo del tamafio corporal. Adicionalmente, se estudid la capacidad de

mir-80 para modular el crecimiento de los nematodos observado por otros autores en mutantes mir-58f(-)°.

Para determinar el control del crecimiento por parte de mir-58, se generaron animales transgénicos
en el fondo genético mir-58f(-), que sobreexpresaban el precursor de este miRNA (pre-mir-58) bajo el
control de regiones 5’ flanqueantes transcripcionalmente activas de forma especifica en tejido hipodérmico
(Pgpy-7) 0 intestinal (Pges.s). DPY-7 es un colageno de la cuticula de los nematodos que se expresa
exclusivamente en la hipodermis®, mientras que la carboxilesterasa GES-1 es especifica de intestino™.
Ademas, se generaron transgénicos que sobreexpresaban pre-mir-58 de forma ubicua, para lo que se utilizé
la region 5’ flanqueante de la subunidad grande ribosomal RPL-28 (P,,.2s). La region 5’ flanqueante de rpl-28

tiene un amplio espectro de expresion y se utiliza cominmente como control de expresion®®.

Se pudo observar que tanto la expresion de mir-58 en hipodermis como en intestino aumentaba el
tamafio corporal (Tabla R-2). Sin embargo, su contribucién mas importante parece ser a través del intestino,
ya que los animales son mds grandes cuando se sobreexpresa mir-58 con la regién 5’ flanqueante de ges-1,
que cuando se hace con la de dpy-7 (67% de tamafio en relacidon a transgénicos N2 frente a 62%,
respectivamente). Sorprendentemente, la expresion ubicua de mir-58 utilizando la regién 5’ flanqueante de
rpl-28 no recuperd por completo el tamaio de mir-58f(-) (74%), y tampoco lo hizo la regidn 5’ flanqueante

de este MiRNA (P55, 93%) o la de mir-80 (P i-s0, 77%) (Tabla R-2).

Cuando se sobreexpresd en los nematodos mir-58 con sus regiones 5’ y 3’ flanqueantes (Tabla R-2,
mir-58++), de forma analoga a como lo hicieron otros autores’, observamos que los animales recuperaban el
tamafio normal (p = 0,087). En cambio, los que sobreexpresaban mir-80 (mir-80++) eran mas largos que los
transgénicos de mir-58f(-), pero no alcanzaron el tamafo de los transgénicos de la cepa silvestre N2,

contradiciendo lo ya publicado’. Cabe resaltar que nuestros datos sugieren adicionalmente que la presencia
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del 3’UTR de mir-58 tiene un efecto positivo sobre el crecimiento, ya que, cuando se sitda el miRNA sélo bajo
la accién de su regidn 5’ flanqueante (P,.ss::pre-mir-58), los animales son mayores que cualquiera de los
otros transgénicos analizados, pero no tan grandes como los que contienen el 3’UTR (mir-58++) (Tabla R-2).
Ademas, mediante la introduccién de la secuencia madura de mir-58 y de su region 3’ flanqueante en el
programa RNAhybrid v2.2, pudimos detectar tres regiones a las que miR-58 podria unirse, regulando su

propia expresion (Figura A-3 del Anexo 1).

Longitud
Genotipo sobreexpresa relativa a valor p
N2 mir-58f{(-)

N2 - 100 % < 0,001 - 58
mir-58f(-) mir-58++ 99 % < 0,001 0,087 80
mir-58f(-) P mir-s8::pre-mir-58 93 % <0,001 <0,001 57
mir-58f(-) mir-80++ 77 % < 0,001 < 0,001 19
mir-58f(-) P mir-g0::pre-mir-58 77 % <0,001 <0,001 39
mir-58f(-) Prpr28::pre-mir-58 74 % <0,001 <0,001 37
mir-58f(-) Pges-1::pre-mir-58 67 % < 0,001 < 0,001 38
mir-58f(-) Papy-7::pre-mir-58 62 % < 0,001 <0,001 32
mir-58f(-) - 54 % - < 0,001 56

Tabla R-2: mir-58 controla el tamaio a través de varios tejidos. Se muestran las construcciones
sobreexpresadas en los diferentes transgénicos, la longitud relativa a transgénicos de la cepa silvestre N2,
las probabilidades de que las diferentes construcciones introducidas en mir-58f(-) les confieran el tamafio de
nematodos silvestres (valor p N2) o de mir-58f(-) (valor p mir-58f (-)) y el tamafio de la muestra (n).

En conjunto, estos resultados indican que mir-58 dirige el tamafio corporal a través de varios tejidos,
gue la sobreexpresién de mir-80 en mir-58f(-) no suple completamente la funciéon de mir-58 y que el 3’'UTR

de mir-58 es importante para ejercer correctamente su funcién.

1.4.5. ¢Tienen los mutantes mir-58f(-) alterados otros genes determinantes del
tamaiio corporal?

Con la intencién de encontrar los genes principales involucrados en el control del tamafio a través de
mir-58f, se buscaron en la base de datos de fenotipos de Wormbase genes que contribuyen de forma
negativa al crecimiento corporal en C. elegans. Como mir-58f promueve el crecimiento y, en general, los
miRNAs son reguladores negativos de la expresion génica, los genes candidatos deben ser inhibidores del
crecimiento corporal. En la base de datos de fenotipos de Wormbase la informacién proviene
fundamentalmente de estudios a gran escala, en los que se reprimen genes mediante RNAI. Por esta razdn,
se seleccionaron aquellos genes que, al reducir sus niveles, inducen un aumento de tamafio en los
nematodos (fenotipo long). Con ellos se cred una nueva base de datos en la que se identificaron los genes
gue podrian ser regulados por mir-58f, mediante la busqueda en programas informaticos especializados,
como los mencionados en la Tabla R-1. Entre estos candidatos encontramos dos ciclinas B (CYB-1 y
CYB-2.2)"¥® y MCM-4'", que son reguladores del ciclo celular, por lo que la alteracién de sus niveles podria

contribuir al tamafio final de mir-58f(-). Adicionalmente, daf-25 codifica para una proteina con dominios
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MYND que media la sefializacidn de la ruta de cGMP, implicada en la respuesta frente a diversas condiciones

53,94

ambientales . Los alineamientos de las regiones de los 3’"UTRs de estos genes con los miRNAs de mir-58f

se muestran en el la Parte Il del Anexo I.

Los niveles de expresidon de estos genes se analizaron mediante qRT-PCR en poblaciones mixtas de
mutantes mir-58f(-), en relacidn a su expresion en nematodos silvestres N2. En la Figura R-10 se muestra que
la ciclina B cyb-1 no presenta un cambio en sus niveles de mensajero en mir-58f(-), en comparacion con N2.
En cambio, tanto los transcritos de cyb-2.2 como los de mcm-4 aparecen disminuidos y los de daf-25

aumentados en las poblaciones de mir-58f(-).

1.5

2 N2

*
Bl mir-58f(-)
1.0 .
*
0.5
0.0

mcm-4  cyb-1  cyb-2.2 daf-25
Figura R-10: Niveles de mRNA de mcm-4, cyb-1, cyb-2.2 y daf-25 en poblaciones mixtas de mir-58f(-) en
comparacion con N2. Se muestra el resultado de cuatro experimentos de gqRT-PCR independientes con la

desviacion estdndar. La estrella indica diferencias estadisticamente significativas con la cepa N2 con una
probabilidad < 0,05.

Induccion Relativa

Nuestros resultados indican, por lo tanto, que daf-25 es el Unico gen de los analizados que podria

contribuir a la reduccién del tamafio corporal observado en mir-58f{(-).

1.4.6. ¢(Tienen los mutantes mir-58f(-) alterada la proliferacion de las células
precursoras de la hipodermis?

Como en C. elegans el crecimiento corporal larvario estd mediado principalmente por la divisidn
celular'®®, quisimos averiguar si el menor tamafio observado en mir-58f{(-) (Figuras R-4 y R-5) estaba causado
por algun defecto en la proliferacién celular. Nos centramos en la hipodermis, principal érgano regulador del

crecimiento adulto en el nematodo.

En una primera aproximacion, analizamos si los mutantes mir-58(n4640) tenian el mismo numero de
células precursoras de los nucleos hipodérmicos (“seam cells”) que la cepa N2, ya que estos mutantes
simples fueron los Unicos que mostraron un tamano significativamente menor que la cepa silvestre (Figura
R-5). Para cuantificar estas células utilizamos la cepa JR667, que expresa la proteina fluorescente GFP bajo el
control de un promotor especifico de las “seam cells” (Pscv). Para ello, cruzamos la cepa transgénica JR667
con mir-58(n4640) y contamos el nimero de células fluorescentes en JR667 y mir-58(n4640);Pscy::GFP.

Como el numero de estas células en el fondo genético de mir-58(n4640) no varié respecto al silvestre de
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JR667 (n = 16; tamafio muestral > 13, Figura A-4 del Anexo 1), concluimos que los mutantes mir-58(n4640) no
son mas pequeios por tener un nimero menor de células precursoras de los nucleos del sincitio

hipodérmico.

Sin embargo, este reportero no permite analizar si la proliferacion de estas células precursoras era
defectuosa, afectando al nimero total de nucleos hipodérmicos en adultos. Para estudiar este posible
defecto, se utilizd el reportero Pgy,,.7::4xNLS::GFP, que expresa la proteina fluorescente GFP especificamente
en los nucleos hipodérmicos. Como los mutantes mir-58f(-) son mucho mas pequefios que los mutantes
simples mir-58(n4640) (Figura R-5), se contabilizaron los nucleos hipodérmicos en mir-58f(-). Tras la
microinyeccion de Pp,.7::4xNLS::GFP en N2 y mir-58f(-), se contaron los nucleos de hyp 7 (por un Unico lado
del animal) que expresaban GFP. Nuestros resultados mostraron que no existian diferencias
estadisticamente significativas entre ambas cepas (p = 0,528) (N2: n = 58,1 + 0,8; mir-58f(-): n = 57,8 + 2,0;

tamano muestral = 18, Figura A-5 del Anexo |).

En conjunto, estos resultados indican que mir-58f no afecta al crecimiento de C. elegans a través del

control del nimero o de la proliferacion de las células precursoras hipodérmicas.

1.5. mir-58fy el control de entrada en dauer

La incapacidad de mir-58f(-) de entrar en el estadio de resistencia dauer es otro de los fenotipos
caracteristicos de esta cepa’. La formacion de larvas dauer depende genéticamente de la actividad de varias
vias de sefializacién, entre ellas TGFB Dauer e Insulina®, por lo que se estudié el estado de activacion de

estas rutas en mir-58f{(-).

1.5.1. Los mutantes mir-58f(-) tienen inducida la ruta TGF Dauer

Como se observo en el apartado 1.2, los niveles de mRNAs de los receptores de TGFP Dauer DAF-1y
DAF-4 y del ligando DAF-7 son superiores en mir-58f(-) a los que presenta la cepa control N2 (Figura R-1).
Otros grupos han descrito que la sobreexpresiéon de TGFB Dauer impide la entrada en dauer de los

158, 163

nematodos . En este sentido, Park y colaboradores observaron que la sobreexpresién de la proteina

Smad DAF-8, que es uno de los factores de transcripcién de TGFB Dauer, impedia a los animales entrar en

158

dauer, incluso en condiciones ambientales adversas como es la inanicién™"°. Asimismo, los mutantes que

83 Al no poder

carecen de daf-3, Smad antagonista de la ruta, tampoco son capaces de entrar en dauer
formar larvas dauer los animales defectivos para mir-58f, nos preguntamos si los mutantes mir-58f(-) tienen
la ruta TGFB Dauer constitutivamente activa, de tal modo que impida la entrada en este estadio de
resistencia. Tanto daf-8 como el ligando daf-7 han sido descritos como genes regulados positivamente por la
propia via de sefializacion TGFB Dauer™, por lo que se utilizaron como reporteros de la actividad de la ruta.

Mediante qRT-PCR se cuantificaron los niveles de mRNA de daf-7 y daf-8 en mir-58f(-)comparandolos a los
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niveles control de N2. Como control positivo de activacién de la ruta, se midieron los niveles de estos mRNAs
en la cepa daf-3(0k3610), defectiva para esta proteina Smad antagonista, y en las cepas daf-8(++) y

58, 158, 163, 199

daf-4(pwis922), que sobreexpresan daf-8 y daf-4, respectivamente

En la Figura R-11A se observa que mir-58f(-) presenta unos niveles de mRNAs de daf-8 y daf-7
superiores a los niveles observados en N2 y similares a las cepas que tienen constitutivamente activa la ruta
TGFB Dauer (daf-3(0k3610) y daf-4(pwis922)). La cepa daf-8(++) muestra unos niveles de mRNA de daf-8
aproximadamente 10000 veces superiores a lo normal (N2). Incluso en estas condiciones, los niveles de
expresion del mRNA de daf-7 son comparables entre daf-8(++) y mir-58f(-). Estos resultados sugieren que los

mutantes mir-58f(-) tienen inducida la ruta TGFB Dauer.

= N2

B mir-58f(-)

B daf-3(0k3610)
B daf-8(++)

B daf-4(pwis922)

Induccion Relativa

daf-8 daf-7

Bl daof-8(++)
* x B dof-8(++);mir-58f(-)
B8 dof-8(++);daf-3(0k3610)

GFP relativa

o-

L1 L2 L4

Figura R-11: Cuantificacion de la actividad de TGFB Dauer en mutantes mir-58f(-). (A) Resultados de
gRT-PCR de poblaciones en estadio mixto. En la grafica se muestra el resultado de cuatro experimentos
independientes con la desviacidn estandar. La estrella indica diferencias estadisticamente significativas con
la cepa silvestre N2 con una probabilidad < 0,05. (B) Cuantificacion de la fluorescencia media de GFP emitida
por las diferentes cepas relativa a daf-8(++). Se muestra la media con el intervalo de confianza del 95% de, al
menos, dos experimentos independientes. La estrella indica diferencias estadisticamente significativas con
la cepa daf-8(++) con una probabilidad < 0,05. n > 17 individuos por cepa.

Adicionalmente, se determinaron los niveles de la proteina DAF-8 en mir-58f(-). Para cuantificarlos, se
utilizé como reportero translacional la cepa que sobreexpresa DAF-8 fusionada a GFP (daf-8(++)), descrita
anteriormente™. Esta cepa se cruzé con los mutantes mir-58f(-) y con la cepa daf-3(0k3610) como control.
Como se observa en la Figura R-11B, en los tres estadios larvarios analizados, mir-58f(-) tiene una mayor
cantidad de GFP (y por tanto de DAF-8) en relacidon al fondo genético de la cepa daf-8(++). Aunque la

induccion relativa de GFP en el fondo genético mir-58f(-) sea moderada, es estadisticamente significativa en
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relacidon a un fondo genético daf-8++ y similar a la obtenida en daf-3(0k3610), al menos, en el estadio L1.
Ademas, hay que tener en cuenta que daf-8(++) presenta unos niveles de mRNA de daf-8 aproximadamente
10000 veces superiores a lo normal (Figura R-11A), por lo que las inducciones observadas en mir-58f(-),
aunque modestas (1,2 + 0,1 en L1; 1,3 £+ 0,1 en L2; 1,4 + 0,1 en L4), se producen sobre una cantidad de

proteina de DAF-8 supuestamente miles de veces por encima de los niveles normales en N2.

Estos resultados sugieren que, al eliminar mir-58f, se induce la actividad de TGFP Dauer, de manera

similar a cuando se elimina daf-3 o se sobreexpresa daf-4 o daf-8.

1.5.2. La ausencia del receptor DAF-1 rescata el fenotipo de entrada en dauer en los
mutantes mir-58f(-)

Como nuestros resultados indican que la ruta TGFB Dauer estd inducida en mir-58f(-) (Figura R-11),
nos preguntamos si anulando la ruta se podia restaurar la entrada en dauer en estos animales. Con esta
finalidad, se eliminé el gen daf-1 en el fondo genético mir-58f(-) por cruzamiento entre las cepas mir-58f(-) y
daf-1{m213). Una vez generados los quintuples mutantes, se realizaron experimentos de induccion de

entrada en dauer a diferentes temperaturas y se cuantificaron los animales que entraban en dicho estadio.

En la Tabla R-3 se puede observar que los quintuples mutantes mir-58f(-);daf-1(m213) son capaces de

entrar en dauer e incluso lo hacen en un porcentaje mayor (93%) que mutantes simples daf-1(m213) (71%).

. 25,52C
Genotipo % dauer
N2 0 1382 0 807
mir-58f(-) 0 1295 0 515
daf-1{m213) 71 857 100 922
mir-58f(-); daf-1{m213) 93 782 100 928

Tabla R-3: La eliminacion de daf-1 permite la entrada en dauer a mir-58f(-). Porcentaje de individuos que
entran en dauer (% dauer) y el nimero total de individuos analizados (n) a 20 2C y 25,5 C. Los resultados
son la suma de, al menos, dos experimentos independientes.

A la vista de los resultados anteriores, nos preguntamos si la sobreexpresion del receptor DAF-1 seria
suficiente para impedir la entrada en dauer de los nematodos. Para analizarlo, se microinyecté en un fondo
genético daf-1(m213) una construccion que codifica para un fragmento gendmico de daf-1 (region 5’
flanqueante y zona codificante) que excluye su 3’'UTR (sometido a regulacién por mir-58f). Posteriormente,
se sometieron los animales transgénicos a condiciones de estrés en las que se induce la entrada en dauer,
como es el caso de agotamiento de la fuente de alimentacién. De hecho, la falta de comida reprime la

expresion del ligando de TGFB Dauer DAF-7, promoviendo la entrada en dauer de los nematodos’

. En dos
lineas transgénicas independientes que sobreexpresaban DAF-1, comprobamos que los animales no eran
capaces de entrar en dauer a 20 2C, a diferencia de la cepa original daf-1(m213), en la que aproximadamente

un 70 % de los animales entran en dauer a esta temperatura (Tabla R-3 y Figura A-6 del Anexo 1). Estos
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transgénicos fueron sometidos a condiciones de inanicién a 20 2C y se cuantificaron las larvas en estadio
dauer mediante su resistencia a sobrevivir en una solucién de SDS 1%. Como se observa en la Figura R-12,
cuando se sobrexpresa DAF-1 se reduce a la mitad el nimero de animales que son capaces de entrar en
dauer, en comparacién con la cantidad de individuos que lo hacen en un fondo genético silvestre N2. Es
decir, la sobreexpresion del receptor impide aproximadamente en un 50% la entrada en dauer respecto a los

transgénicos silvestres.

*
10
© 81_:E| O daf-1(m213)
2 ° 3 N2
T 5 B daf-1(m213);daf-1++clon 1
€ 3 4 B8 daf-1(m213);daf-1++clon5
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Figura R-12: La sobreexpresion de DAF-1 reprime la entrada en dauer en condiciones de inanicién. Nimero
de dauers relativo a transgénicos silvestres de N2 en placas sometidas a inanicién a 20 2C con la desviacién
estandar de, al menos, dos placas independientes. La estrella indica diferencias estadisticamente
significativas con transgénicos silvestres de N2 con una probabilidad < 0,05.

Como conclusion, los niveles de DAF-1 son determinantes en la toma de decisién de entrar en dauer y
la eliminacién de este receptor de TGFB Dauer permite la entrada en dauer de mir-58f(-). Estos resultados
sugieren que la sobreactivacion de la ruta TGFB Dauer en mir-58f(-) es suficiente para impedir su entrada en

dauer.

1.5.3. ¢Esta reducida la actividad de la ruta de Insulina en mir-58f(-)?

Aungue la anulacidn de la senalizacion de TGFB Dauer en mir-58f(-) propicie la formacion de larvas
dauer, quisimos averiguar si la ruta de Insulina jugaba algun papel en el fenotipo mostrado por los animales
mir-58f(-). La ruta de Insulina es una de las vias de sefializacion que se reprimen en los nematodos para

.. . 212 .
favorecer la entrada en dauer ante condiciones ambientales adversas®” y actua en paralelo, pero

intercomunicada, con TGFB Dauer®® 129/ 151,159,183

En una primera aproximacion, se analizé el estado de activacion de la ruta de Insulina en mir-58f(-),
mediante la cuantificacion por gRT-PCR de los niveles de mRNA del gen sod-3. SOD-3 es una superoxido
dismutasa que esta negativamente regulada por la ruta de Insulina a través del factor de transcripcion FOXO
DAF-16>> "8, Como se observa en la Figura R-13A, tanto el factor de transcripcién daf-16 como su gen diana
sod-3 estan significativamente inducidos en mir-58f(-) (alrededor de 3 veces) con respecto a la cepa control

N2, indicando que la ruta de Insulina esta reprimida en estos nematodos, al menos, en el estadio larvario L1.
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Figura R-13: Analisis de la ruta de Insulina en mir-58f(-). (A) Resultados de qRT-PCR de daf-16, sod-3, ins-1 e
ins-17 en poblaciones sincronizadas en estadio L1 de mir-58f(-) y N2.En la grafica se muestra el resultado de
cuatro experimentos independientes. (B) Cuantificacidn relativa de la fluorescencia de GFP emitida por las
diferentes cepas frente CF1553. Se muestra el resultado de, al menos, dos experimentos independientes con

n>23.
Las barras de error representan la desviacion estandar y la estrella indica diferencias estadisticamente
significativas con N2/CF1553 con una probabilidad < 0,05.

Adicionalmente, se analizd la actividad del promotor de sod-3 mediante la cuantificacion de la emisién
de fluorescencia de la construccidon Pg,3::GFP, que la cepa CF1553 tiene integrada en su genomam.
Mediante cruces con CF1553 se puso este reportero de sod-3 en el fondo genético de mir-58f(-). La emision
de fluorescencia de Ps,q.3::GFP en los diferentes fondos genéticos se cuantificd en el periodo adulto, como
han descrito otros autores para analizar la actividad de la ruta de Insulina con esta construcciéon'**. Como
control positivo y negativo de la actividad de la ruta de Insulina, se usaron las cepas CF1874
(Psog.3::GFP;daf-16(mu86)) y CF1580 (P.q.3::GFP;daf-2(e1370)), respectivamente. En la Figura R-13B se
observa que animales adultos de la cepa Ps,q.3::GFP;mir-58f(-) tienen la actividad del promotor de sod-3
levemente inducida (1,8 + 0,3) respecto a la cepa control CF1553. Aunque esta diferencia es
estadisticamente significativa, es muy inferior a la observada en la cepa CF1580 (43,4 £ 9,7), que tiene la ruta
de Insulina reprimida. La cepa CF1874, utilizada como control positivo de la actividad de esta via de
sefializacion, no mostré una reduccion significativa de los niveles de fluorescencia (0,9 + 0,2). Como la

132
d

expresion de los miRNAs de mir-58f disminuye en adultos con la edad™”*, pero es constante durante el

101,103, 125 - jantificamos la fluorescencia del reportero P,,,.3::GFP en el Ultimo estadio

desarrollo larvario
larvario L4. Mediante esta aproximacidon esperdbamos obtener una diferencia mayor de fluorescencia de

Psod.3::GFP;mir-58f(-), respecto a CF1553, que en adultos. En la Figura R-13B se muestra que, en el estadio
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larvario L4, la fluorescencia emitida por Ps.4.3::GFP;mir-58f(-) aumenté considerable y significativamente
(11,7 £ 4,7) en relacién a la de CF1553 (ver Figura A-7 del Anexo I). Sin embargo, en este estadio larvario
tampoco pudimos observar que la cepa CF1874 mostrara una reduccién significativa de los niveles de

fluorescencia (1,2 + 0,2) (Figura R-13B).

Asimismo, se analizaron los niveles de mRNA de dos péptidos antagonistas de la ruta de Insulina, ins-1
e ins-17, que, junto con daf-16, aparecieron en varias bases de datos como posibles genes diana de mir-58f
(ver alineamientos en la Parte Il del Anexo ). En la Figura R-13A se observa que en el estadio L1 los niveles
de mRNA de las insulinas antagonistas ins-1 e ins-17, al igual que los de daf-16, eran superiores en mir-58f(-)

respecto a los de la cepa control N2.

Teniendo en cuenta estos resultados (Figura R-13), la ruta de Insulina parece estar constitutivamente
inhibida en los mutantes de esta familia de miRNAs. Sin embargo, esta represién no es suficiente para que
estos mutantes, incluso en condiciones de inanicidn, sean capaces de entrar en el estadio de resistencia

dauer’ (Tablas R-3 — R-5).

Para descartar el papel de la ruta de insulina en el fenotipo defectivo en dauer mostrado por
mir-58f(-), se elimind el receptor DAF-2 en el fondo genético mir-58f(-), mediante cruces con la cepa
daf-2(e1370). Una vez obtenidos, los quintuples mutantes mir-58f(-),daf-2(e1370) y las cepas control (N2,
mir-58f(-) y daf-2(e1370)) fueron sometidos a ensayos de entrada en dauer a 20 2C y a 25 2C y se cuantifico

el porcentaje de larvas dauer o arrestadas en el desarrollo con respecto al de animales adultos (Tabla R-4).

20 °C 252C
Genotipo % dauer®/ n % dauer®/

% arresto® % arresto®
N2 | 0 1511 0 1107
mir-58§{(-) | 0 851 0 511
daf-2(e1370) | 014° 1442 100° 1001
mir-58f(-); daf-2(e1370) | 2,14 748 100° 202

Tabla R-4: La eliminaciéon de daf-2 induce un porcentaje de arresto larvario mayor en los mutantes
mir-58f{(-). Porcentaje de individuos que entran en dauer o quedan arrestados en L2 (% dauer®/% arrestob) y
el numero total de individuos analizados (n). Los resultados son la suma de tres experimentos
independientes.

Tanto a 20 2C como a 25 2C se observaron larvas arrestadas aparentemente en dauer en
mir-58f(-);daf-2(e1370). Sin embargo, al observar estos animales en el microscopio confocal (Figura R-14E),
se aprecid que no presentaban las caracteristicas descritas de verdaderas larvas dauer, ya que: 1) la boca no
tenia el tapon bucal y, por lo tanto, eran capaces de bombear comida; 2) la faringe no estaba remodelada
por no presentar la constriccion radial caracteristica de dauer (comparar las larvas arrestadas de
mir-58f(-);daf-2(e1370) con larvas en estadio L2 de nematodos silvestres (Figura R-14E-F)); 3) no tienen en su

cuticula alae (datos no mostrados), que son protuberancias cuticulares especificas de algunos estadios
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larvarios como dauer (Figura R-14G y R-141) y permite distinguir estas larvas de otros estadios como L2?*°. En
cambio, las larvas arrestadas encontradas en mir-58f(-);daf-1(m213) (Figura R-14B) si poseian caracteristicas
de larvas dauer como el tapdn bucal y la faringe alargada, presentes en dauers de N2 (Figura R-14C),
daf-1lm213) (Figura R-14A) vy daf-2(e1370) (Figura R-14D). Ademas, las larvas dauer de
mir-58f(-);daf-1{m213) también presentan en su cuticula alae (Figura R-14H) y son resistentes a SDS 1%, lo

que confirma que no bombean comida y tienen la cuticula endurecida de larvas dauer®.

Figura R-14: Detalle de la faringe, boca y cuticula de larvas crecidas a 20 C. (A-E) Faringes de larvas dauer
de daf-1(m213) (A), mir-58f(-);,daf-1{m213) (B), N2 (C) y daf-2(e1370) (D), de larva arrestada de
mir-58f(-),daf-2(e1370) (E) y de larva L2 de nematodos silvestres N2 (F). (G-1) Alae de dauer en larvas de
daf-1(m213) (G), mir-58f(-);daf-1{m213) (H) y N2 (l). En las fotografias A-F se ensefia recuadrada la boca de
las larvas. La barra de tamafio corresponde a 25 pM.

En conjunto, nuestros resultados apoyan la hipdtesis de que la sobreactivaciéon de TGFB Dauer en
mir-58f(-) impide a los animales entrar en dauer, ya que se revierte el fenotipo cuando silenciamos TGF3

Dauer mediante la eliminacién del receptor daf-1.
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1.5.4. La sobreexpresion de mir-58 en hipodermis restaura el fenotipo de
entrada en dauer

Alvarez-Saavedra y Horvitz observaron que el defecto de entrada en dauer de mir-58f(-) podia ser
restaurado por la expresién individual de todos los miembros de la familia salvo mir-81°, en concordancia
con Than y colaboradores, que sugieren que mir-81 reprime la entrada en dauer'®. Por lo tanto, no todos los
miembros de mir-58f tienen el mismo papel regulador de la entrada en dauer. Como nosotros hemos
observado que mir-58 (y no mir-80) es el miRNA que restaura el fenotipo de tamafio por completo (Tabla
R-2), quisimos corroborar, en primer lugar, si la mera sobreexpresion de mir-58 (mir-58++) era suficiente
para permitir la entrada en dauer a nematodos mir-58f(-), tal y como estaba descrito®. También nos
preguntamos si mir-58 sin su 3’UTR (P.ss::pre-mir-58) era capaz de recuperar el fenotipo silvestre de
entrada en dauer, ya que, como se observa en la Tabla R-2, |a falta de esta regidn reguladora de mir-58 no
permitia recuperar por completo el tamafio de los animales al sobreexpresarse en mir-58f(-). Cuando los
transgénicos que sobreexpresaban las construcciones mir-58++ y Pp,.ss::pre-mir-58 fueron sometidos a
estrés por inanicion a 20 2C, observamos que ambas construcciones permitian la entrada en dauer a

mir-58f(-), pero no observamos que entraran en dauer por aumento de temperatura a 25,5 2C (Tabla R-5).

A continuacién, nos preguntamos en qué tejido, intestino o hipodermis, media mir-58 su funcién.
Para averiguarlo, se utilizaron los transgénicos que sobreexpresaban mir-58 sin su 3’UTR en intestino
(Pges-1::pre-mir-58) y en hipodermis (Pgp,.7::pre-mir-58) y observamos si alguno de estos animales recuperaba
la capacidad de entrar en dauer en las condiciones de estrés anteriormente descritas. Como se muestra en la
Tabla R-5, la sobreexpresién de mir-58 en la hipodermis de mir-58f(-), pero no en el intestino, recupera la

entrada en dauer de estos mutantes ante la falta de comida, pero no por aumento de temperatura a 25,5 °C.

Genotipo sobreexpresion dauer por inanicion 25,52¢C
% dauer

N2 - Si 0 248
mir-58f(-) - No 0 100
mir-58f(-) mir-58++ Si 0 178
mir-58f(-) P mir-s5::pre-mir-58 Si 0 205
mir-58f(-) Pges.1::pre-mir-58 No 0 158
mir-58f(-) Pypy 7::pre-mir-58 Si 0 205

Tabla R-5: Recuperacion del fenotipo de entrada en dauer por la expresion de mir-58 dependiente de
tejido en mir-58f(-). mir-58f(-) no entra en dauer en condiciones de estrés por inanicion o subida de
temperatura. Si: se encontraron dauers en 2 placas analizadas; No: no se encontraron dauers en ninguna de
las 2 placas analizadas. Se muestran los resultados obtenidos de una linea transgénica para cada
construccién. Se indican las construcciones sobreexpresadas en los diferentes transgénicos, capacidad de
entrar en dauer a 20 2C en condiciones de inanicidn y porcentaje de entrada en dauer a 25,5 2C. n indica el
numero total de individuos analizados en dos ensayos de entrada en dauer realizados a 25,5 °C.
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Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de mir-58 en mir-58f(-) no es capaz de inducir la
entrada en dauer en nematodos crecidos a 25,5 2C, pero si ante la falta de alimento. Adema3s, esta respuesta

es dependiente de la expresion de mir-58 en hipodermis y no en intestino.

1.6. TGFB Sma/Mab regula la expresion de mir-58 y mir-80
Debido a la conservacion de las rutas de TGFB y esta familia de miRNAs, se planted si la regulacién

15, 32, 130

transcripcional de los miRNAs por TGFB observada en D. melanogaster™ y en humanos , estaba

conservada en C. elegans.

Para estudiar si las rutas de TGFB Sma/Mab y Dauer controlan la expresion de los miRNAs de la familia
de mir-58, se cuantificaron, en relacidon a la cepa silvestre N2, los niveles de los miRNAs maduros por
gRT-PCR en cepas que tenian estas rutas alteradas (Figura R-15). Para TGFB Sma/Mab se utilizé la cepa que
sobreexpresa el ligando DBL-1 (dbl-1(ctls40)) como control positivo y la cepa que tiene una delecién para
éste (dbl-1(nk3)) como control negativo. Ademas, se escogid el Ultimo estadio larvario L4, porque los niveles

. . - 91,101, 1 125, 22
de los miRNAs de mir-58f son estables durante el desarrollo larvario®® 0% 103 125, 220

y el estadio L4 es clave
para TGFB Sma/Mab™* ", En el caso de TGFB Dauer, se cuantificd la expresion relativa de los miembros de
mir-58f en cepas que tienen esta ruta constitutivamente activa (daf-8(++) y daf-3(0k3610), ver Figura R-11A),
a modo de controles positivos, y en otras que la tienen reprimida (daf-1(m213) y daf-4(m63)), como
controles negativos. Para estudiar el control de expresién por TGF Dauer, se escogié el estadio L1, por ser

en el que se toma la decision de entrada en dauer®.

En cuanto a la regulacion de esta familia de miRNAs por TGFB Sma/Mab, se observd que, en mutantes
que carecen del ligando DBL-1 (db/-1(nk3)), los niveles de los RNAs maduros de mir-58 y mir-80 eran
significativamente inferiores a los de nematodos silvestres (Figura R-15A). Sin embargo, para TGF[3 Dauer, no
se pudieron apreciar diferencias en los niveles de los miRNAs maduros de mir-58 y mir-80 entre N2 y los

diversos mutantes analizados (Figura R-15B).

Por lo tanto, estos resultados indican que TGFB Sma/Mab, en el estadio L4, promueve la expresion de
los miRNAs mir-58 y mir-80. Sin embargo, la expresién de estos miRNAs no se ve afectada por la actividad de

TGFpB Dauer, al menos, en el estadio L1.

58



RESULTADOS

A 2.0
B dbl-1(ctis40)
=3 n2

57 O dbl-1(nk3)
. . M,

0.54

0.0~

Induccion Relativa
-
<

& & &P E
B
2.09
© B daf-8(++)
2 @@ daf-3(0k3610)
g = N2
3 O3 daf-1(m213)
S * @@ daf-4(m63)
5]
=
T
£
& ® P I P
& & ¢ & &

Figura R-15: TGFB Sma/Mab controla positivamente los niveles de mir-58 y mir-80 en L4. (A) Cuantificacion
de los miRNAs por gRT-PCR en poblaciones sincronizadas en el estadio L4 de N2, dbl-1(nk3) y dbl-1(ctls40).
Los resultados de dos experimentos independientes fueron normalizados con los valores de mir-47 y mir-81,
al ser los miRNAs que menos varian entre las muestras. (B) Cuantificacion de los miRNAs por gRT-PCR en
poblaciones sincronizadas en el estadio L1 de N2 y mutantes de TGFB Dauer. Los resultados de dos
experimentos independientes fueron normalizados con los valores de mir-81 y mir-82, al ser los miRNAs que
menos varian entre las muestras. En las graficas se muestra la induccidon media relativa a la cepa silvestre N2
con la desviaciéon estandar para cada miRNA y cepa. La estrella indica diferencias estadisticamente
significativas con la cepa silvestre N2 con una probabilidad < 0,05.

Para confirmar que mir-58 esta regulado por las rutas de TGFB y que esta regulacién se produce a
nivel transcripcional, se utilizé la cepa transgénica EUB0032”, que expresa GFP bajo la regién 5’ flanqueante
de mir-58. La combinacién de esta cepa con diferentes mutantes de ambas rutas de TGFB permitié analizar

la influencia de estas vias de sefializacion sobre la actividad promotora de mir-58.

Como se puede observar en la Figura R-16 y Figura A-8 del Anexo |, en los fondos genéticos de los
mutantes defectivos de TGFB (sma-10(ok2224), dbl-1(nk3), daf-4(m63) y daf-1{m213)) se observa una menor
expresion de la proteina fluorescente GFP que en el fondo genético silvestre EUB0032 (control). Esto indica

gue, al menos en el estadio L4, las dos rutas regulan positivamente la actividad promotora de mir-58.
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Figura R-16: TGFB Sma/Mab (A) y TGFB Dauer (B) activan transcripcionalmente a mir-58 en el estadio
larvario L4. Se muestra la media de intensidad de GFP de los diferentes fondos genéticos mutantes en
relacién con el fondo genético silvestre de EUB0032 (control, sefialado en la leyenda como N2) con su
intervalo de confianza del 95%. La estrella indica diferencias estadisticamente significativas con EUB0032
(control) con una probabilidad < 0,05. Experimentos realizados en colaboracion con A.G. Saez.

Estos resultados sugieren que la regulacion de la cantidad de miRNAs maduros por parte de TGF
Sma/Mab se produce a nivel transcripcional, al menos en el caso de mir-58. TGF Dauer también controla

positivamente a este miRNA, al menos en L4.
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2. SMA-10

El interés de nuestro grupo por buscar moduladores de la ruta TGFB Sma/Mab nos condujo a estudiar
un mutante pequeno de un gen con funcidn desconocida en ese momento y denominado T21D12.9 (mas
tarde descrito como sma-10*"). Nos centramos en él porque parecia ser el ortélogo de kekkon5, un gen de
Drosophila codificante para un regulador extracelular de TGFB*. Por esta razén, nos propusimos estudiar si

T21D12.9 (SMA-10) podia también modular la ruta TGFB Sma/Mab en C. elegans.

2.1. SMA-10 contribuye al tamaino de C. elegans a través de TGFf
Sma/Mab

Como se ha comentado con anterioridad, el fenotipo mas caracteristico de los mutantes de la ruta
TGFB Sma/Mab es que presentan un tamafio pequefio. Para comprobar si SMA-10 forma parte de esta ruta,
se generaron dobles mutantes de este correceptor con el ligando dbl-1 y se realizaron experimentos de
epistasis (similares a los del apartado 1.4.2.), en los que se analizé su longitud. Como se observa en la Figura
R-17, los dobles mutantes sma-10(ok2224);dbl-1(nk3) no eran significativamente mds cortos que los
mutantes dbl-1(nk3) (p = 0,053) (Tabla A-4 del Anexo I). Si SMA-10 contribuyera al control del tamafio a
través de otras rutas, esperariamos que sma-10(ok2224);dbl-1(nk3) fuera significativamente mas pequefio
gue ambos mutantes por separado. Al no observar un efecto aditivo, nuestros resultados sugieren que
SMA-10 forma parte de la ruta TGFB Sma/Mab, en cuanto a su papel en tamafio corporal, y no de alguna

otra via de sefializacion.

ol 0 N2
NS B sma-10(0k2224)
3 dbl-1(nk3)
B3 sma-10(ok2224);dbl-1(nk3)
B eat-2(ad465)
B sma-10(ok2224);eat-2(ad465)
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Figura R-17: SMA-10 regula el tamaiio a través de TGFB Sma/Mab, pero no a través de eat-2. Longitud
relativa a la cepa control N2 de sma-10(ok2224), dbl-1(nk3), eat-2(ad465) y dobles mutantes con
sma-10(ok2224). Se muestra la media de cada cepa con su intervalo de confianza del 95 %. La estrella indica
en cada cepa (N2, dbl-1(nk3), eat-2(ad465)) si la eliminacion de sma-10 reduce su tamafio de forma
significativa (valor p < 0,05). Si las diferencias no son significativas se indica con NS. n > 20 individuos por
cepa.

Para comprobar que sma-10 regula el tamafio corporal a través de TGFB Sma/Mab, analizamos la
longitud de dobles mutantes de sma-10 con eat-2 (sma-10(0k2224);eat-2(ad465)), que también promueve el
crecimiento de los nematodos (Figura R-17). Los animales nulos para eat-2 son pequeios, porque presentan
una tasa de ingesta menor que los nematodos silvestres’’’. La eliminaciéon de SMA-10 en mutantes
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eat-2(ad465) reduce en un 31% su tamano (Tabla A-4 del Anexo |). Esta reduccién es comparable al 27% que
presentan los mutantes simples sma-10(0k2224) frente a los animales silvestres N2 (Tabla A-4 del Anexo I).
En conjunto, estos resultados indican que SMA-10 controla el crecimiento de C. elegans a través de TGFf

Sma/Mab, y no a través de otras rutas, como por ejemplo la de eat-2.

Poco después de haber obtenido estos resultados, Gumienny y colaboradores publicaron un trabajo
en el que, de forma independiente a nosotros, confirmaban nuestros resultados acerca de SMA-10 y su
papel en tamafio corporal mediado por TGFB Sma/Mab®. Sin embargo, dicho trabajo no confirmaba si,
como cabria esperar, SMA-10 ejerce su funcién sobre el tamafo corporal a través de la regulacidon de los
niveles de ploidia de la hipodermis. Para confirmarlo, se cuantificd la ploidia de los nucleos hipodérmicos de
hyp 7 en los mutantes sma-10(0k2224), midiendo la fluorescencia del agente intercalante DAPI. En la Figura
R-18A y la Tabla A-5 del Anexo | se muestra que sma-10(ok2224) tiene una ploidia menor en hyp 7 (8,7 C)
gue nematodos silvestres N2 (10,2 C) y que es similar a la que presentan los mutantes dbl-1(nk3) (7,4 C) y
sma-10(ok2224);dbl-1(nk3) (7,8 C). Estos datos refuerzan la idea de que SMA-10 controla el tamafio de
C. elegans a través de TGFB Sma/Mab, puesto que esta ruta controla el tamafio corporal via la
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Figura R-18: Los mutantes sma-10(0k2224) tienen menor ploidia y mayor actividad de Pj,,.;::GFP que N2.
(A) Contenido medio de ploidia con el intervalo de confianza del 95% para cada cepa. n > 6 individuos por
cepa. (B) Cuantificacién de la fluorescencia media de Py,,.;::GFP emitida por N2 y sma-10(ok2224) en estadio

L4. n > 25 individuos por cepa.
La estrella indica diferencias estadisticamente significativas con la cepa N2 con una probabilidad < 0,001.

Adicionalmente, se analizd la actividad de la ruta TGFB Sma/Mab en los nematodos defectivos
sma-10(ok2224). Para cuantificarla, utilizamos un reportero transcripcional de la ruta, Pron1::GFP* . lon-1
responde negativamente a la actividad de la ruta TGFB Sma/Mab'*’, de tal forma que, cuando la ruta se
silencia, se induce la transcripcion de lon-1. La eleccion del reportero Py,,.1::GFP para analizar la actividad de
TGFB Sma/Mab en sma-10(0k2224) y no la del reportero Pgy.s::mCherry (utilizado en el trabajo sobre
mir-58f) se debe a que P,,.;::GFP es una construccién integrada y estable en el genoma. Esto nos permite,
mediante un Unico cruce entre sma-10(0k2224) y esta cepa transgénica Pj,,.;::GFP, detectar la sefializacion

147

de TGFB Sma/Mab, midiendo simplemente la expresién de GFP™"'. El reportero Pqy..s::mCherry, aparte de

tener que microinyectarse en N2 y pasarse al fondo genético de sma-10(ok2224) mediante cruces, requiere
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el analisis de varias lineas transgénicas independientes, lo que aumenta el tiempo y el trabajo para obtener
resultados equivalentes. Tras transferir el reportero Pj,:::GFP al fondo genético sma-10(0k2224),
observamos que aumentd la fluorescencia de GFP en relacion a la detectada en un fondo genético silvestre
(Figura 18B y Figura A-9 del Anexo |). Estos resultados apoyan que SMA-10 modula positivamente la
sefializacion de TGFB Sma/Mab, confirmando y complementando los resultados de Gumienny vy

colaboradores®.

El descubrimiento de SMA-10 como componente de la ruta TGFB Sma/Mab hizo que nos
cuestiondsemos si este correceptor era un componente esencial de la ruta o bien su participacion era
dependiente de la funcién biolégica de la que TGFB Sma/Mab fuera responsable. Esta via de sefializacion
controla varias funciones en C. elegans, algunas de las cuales se analizan a continuacién. En resumen, nos

preguntamos si SMA-10 es un modulador facultativo o constitutivo de TGFB Sma/Mab.

2.2. SMA-10 no regula la longevidad mediada por TGFB Sma/Mab

Luo y colaboradores describieron que la ruta TGFB Sma/Mab ejerce un control moderado sobre la
longevidad de los nematodos, ya que la inactivacion de esta ruta hace a los nematodos hasta un 40% mas
longevos™*. Este trabajo llevéd a preguntarnos si SMA-10 mediaba dicho fenotipo. Para estudiarlo, se
investigd, en primer lugar, si la ausencia de SMA-10 influia sobre la longevidad de nematodos N2 (analizando
la supervivencia de mutantes sma-10(0k2224)) y si este posible efecto era dependiente de la ruta TGFB
Sma/Mab (analizando la supervivencia de los dobles mutantes sma-10(0k2224);dbl-1(nk3)). En la Figura R-19
y Tabla R-6 se puede observar que los mutantes sma-10(0k2224) no viven significativamente mas que los
nematodos silvestres N2, mientras que los mutantes db/-1(nk3) son mas longevos, como ya se habia descrito

con anterioridad"®*. Ademas, sma-10(0k2224);dbl-1(nk3) tiene un comportamiento similar a dbl-1(nk3).
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Figura R-19: Longevidad de N2, sma-10(ok2224), dbl-1(nk3) y sma-10(0k2224);dbl-1(nk3). Curvas de
supervivencia representativas de varias réplicas experimentales. Experimentos realizados en colaboracion
con E. Lozano.

Estos resultados sugieren que SMA-10 no es necesario en el control de la longevidad a través de la

ruta TGFB Sma/Mab, aunque tienen una vida media mayor (16%) que nematodos silvestres.
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Cepa Vida media valorp valor p

(dias) N2 dbl-1(nk3)
N2 12 75
sma-10(ok2224) 14 0,071 <0,001 75
dbl-1(nk3) 23 < 0,001 50
sma-10(0k2224);dbl-1(nk3) 21 < 0,001 0,017 55

Tabla R-6: Estadistica asociada a la Figura R-19. Se muestra la vida media de cada cepa, la probabilidad de
que la curva de supervivencia sea parecida a la de N2 (valor p N2) o a la de la cepa mutante dbl-1(nk3) (valor
p dbl-1(nk3)) y nimero de individuos analizados (n).

2.3. SMA-10 controla el envejecimiento reproductivo a través de TGFf
Sma/Mab

TGFB Sma/Mab regula el periodo reproductivo en C. elegans mediante el control de la proliferaciéon y
calidad de las células germinales™****. Con el fin de determinar si SMA-10 interviene este proceso, se analizd
el periodo reproductivo (ventana temporal durante la cual los individuos depositan huevos fértiles) y la
progenie (cantidad de descendencia viable por individuo y unidad de tiempo) de sma-10(ok2224) y
sma-10(ok2224);dbl-1(nk3).

Como se observa en la Figura R-20, los animales defectivos para SMA-10 tienen un envejecimiento
reproductivo similar a los mutantes dbl-1(nk3) y ambas cepas tienen una vida reproductiva mas larga que los
nematodos silvestres. Asimismo, la eliminacion de SMA-10 en mutantes dbl-1(nk3) no afecta

significativamente al periodo reproductivo (Tabla R-7).
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Figura R-20: SMA-10 modula el envejecimiento reproductivo a través de TGFB Sma/Mab. Porcentaje de
individuos reproductivos en cada cepa de un experimento representativo de varias réplicas bioldgicas.
Experimentos realizados en colaboracion con E. Lozano.

. . Valor
V'dz media sma-10(ok2p224)"/
(dias) dbl-1(nk3)"
N2 5 60
sma-10(ok2224) 8 <0,001 61
dbl-1(nk3) 10 <0,001 0,161° 59
sma-10{ok2224);dbl-1(nk3) 8 <0,001  0815;0230° 62

Tabla R-7: Estadistica asociada a la Figura R-20. Se muestra la vida media reproductiva de cada cepa, la
probabilidad de que la curva de fertilidad sea parecida a la de N2 (valor p N2) o a la de las cepas mutantes
sma-10(ok2224) o dbl-1(nk3) (valor p sma-10(0k2224)”/db/—1(nk3)b) y numero de individuos analizados (n).
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Las tres cepas mutantes (sma-10(ok2224), dbl-1(nk3) y el doble mutante) se comportan de manera
similar en cuanto al nimero total de descendencia viable (Figura R-21A) y a la progenie media aportada por
individuo cada dia (Figura R-21B). Tanto sma-10(ok2224) como dbl-1(nk3) y sma-10(0k2224);dbl-1(nk3)
tienen una descendecia viable por individuo menor que nematodos silvestres (Figura R-21A), lo que esta en

concordancia con otros estudios para mutantes de la ruta TGFB Sma/Mab™*.

A 300, B 1s0-
03 N2
= 250fE]x * * B sma-10(0k2224)
s = N2
)
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Figura R-21: SMA-10 modula el numero de progenie a través de TGFB Sma/Mab. (A) Nimero medio de
descendientes totales por individuo de cada cepa con su intervalo de confianza del 95%. La estrella indica
diferencias estadisticamente significativas con la cepa N2 con una probabilidad < 0,05. (B) Nimero medio de
descendientes por individuo y dia con su intervalo de confianza del 95%.

n = 30 individuos por cepa. Se muestra el resultado de un experimento representativo de varias réplicas
bioldgicas. Experimentos realizados en colaboracién con E. Lozano.

En conjunto, estos resultados indican que el correceptor SMA-10 esta involucrado en el control de la

reproduccion de los nematodos a través de TGFB Sma/Mab.

2.4. SMA-10 tiene un papel independiente de la ruta TGFB Sma/Mab en
el control de la inmunidad

La ruta TGFB Sma/Mab también estd involucrada en la defensa frente a diversos agentes patégenos™*
136, 167,190, 197, 236 'para estudiar el papel de SMA-10 en inmunidad, se utilizaron dos bacterias patégenas,
Serratia marcescens y Pseudomonas aeruginosa, a las que C. elegans hace frente mediante la respuesta

114

b''* 3¢ aparte de otras rutas como la de Insulina o la de p38 MAPK"*.

inmune inducida por TGFB Sma/Ma

Como se muestra en la Figura R-22 y Tablas R-8 y R-9, sma-10(0k2224);dbl-1(nk3) es mas susceptible a
la infeccidn por S. marcescens (Figura R-22A, Tabla R-8) y por P. aeruginosa (Figura R-22B, Tabla R-9) que
mutantes sma-10(0k2224) y dbl-1(nk3) por separado. En estos ensayos se observaron ciertas diferencias con
respecto al patégeno utilizado: mientras que sma-10(ok2224) es mas sensible a P. aeruginosa que N2 (Figura
R-22B, Tabla R-9), no se observan diferencias significativas de sensibilidad a S. marcescens con respecto a la
cepa silvestre (Figura R-22A, Tabla R-8). Estos datos nos condujeron a realizar el resto de los experimentos

con P. aeruginosa, exclusivamente.
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Figura R-22: SMA-10 modula la respuesta inmune independientemente de TGFB Sma/Mab. Curvas de
supervivencia representativas de las diferentes cepas expuestas a S. marcescens (A) y a P. aeruginosa (B).
Experimentos de P. aeruginosa realizados en colaboracion con M. Jiménez.

Vida media Valorp Valor p

Cepa (dias) N2 dbl-1(nk3)

N2 4 29
sma-10(ok2224) 4 0,468 0,045 30
dbl-1(nk3) 3 0,003 30
sma-10(0k2224);dbl-1(nk3) 3 < 0,001 0,025 30

Tabla R-8: Estadistica asociada a la Figura 22A. Se muestra la vida media de cada cepa en presencia de
S. marcescens, la probabilidad de que la curva de supervivencia sea parecida a la de N2 (valor p N2) o ala de
la cepa mutante dbl-1(nk3) (valor p dbl-1(nk3)) y nimero de individuos analizados (n).

Vida media Valorp Valor p

Cepa (horas) N2 dbl-1(nk3)

N2 90 40
sma-10(0k2224) 68 < 0,001 0,462 40
dbl-1(nk3) 65 < 0,001 40
sma-10(ok2224);dbl-1(nk3) 40 <0,001 <0001 40

Tabla R-9: Estadistica asociada a la Figura 22B. Se muestra la vida media de cada cepa en presencia de
P. aeruginosa, la probabilidad de que la curva de supervivencia sea parecida a la de N2 (valor p N2) o ala de
la cepa mutante dbl-1(nk3) (valor p dbl-1(nk3)) y nimero de individuos analizados (n).

Estos resultados indican que SMA-10 tiene un papel en el control de la inmunidad de los nematodos,

como vya se ha observado para otros mutantes de TGFB Sma/Mab'** 3¢

. Sin embargo, independientemente
de que SMA-10 pueda o no tener un papel en la respuesta inmune a través de TGFp Sma/Mab, SMA-10
contribuye a la inmunidad del nematodo a través de otra ruta independiente de TGFB Sma/Mab, ya que los

mutantes sma-10(ok2224);dbl-1(nk3) son los mas susceptibles a las infecciones ensayadas.

2.4.1. La expresion de SMA-10 en intestino o hipodermis es suficiente para conferir
resistencia a P. aeruginosa

Para caracterizar la respuesta inmune a través de SMA-10, se quiso determinar el tejido donde esta
proteina es necesaria para combatir a P. ageruginosa. Con este fin, se generaron transgénicos que

sobreexpresaban SMA-10 en tejidos especificos en el fondo genético sma-10(0k2224). Como SMA-10 esta
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64,86, 128 5o expresd SMA-10 bajo el control de regiones 5’

presente en la faringe, intestino e hipodermis
flanqueantes, correspondientes a genes que Unicamente se expresan en uno de estos tres tejidos: P, en la
faringe™”, Py.; en intestino®® y Py,,., en hipodermis®”. A modo de control experimental, también se expresé
SMA-10 bajo su propia region 5’ flanqueante (Psmq.10) Y S€ pudo comprobar que, en efecto, esta construccidon

(Psme-10::sma-10) recuperd al 100% la capacidad de resistencia frente a P. aeruginosa (Figura R-23).

La sobreexpresion de SMA-10 en intestino o en hipodermis rescaté completamente el fenotipo de
inmunosupresion frente a P. aeruginosa. Sin embargo, la expresion en la faringe soélo confirié una resistencia

parcial a los mutantes sma-10(ok2224) (Figura R-23).
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Figura R-23: SMA-10 modula la respuesta inmune a través de varios tejidos. Curvas de supervivencia de la
cepa silvestre (N2) y de mutantes sma-10(0k2224) que sobreexpresan SMA-10 bajo las regiones 5’
flanqueantes especificas de faringe (Ppyo.2), de intestino (Pyx.3), de hipodermis (Pgp,.7) y la propia regién 5’ de
sma-10 (Psna.10)- El tiempo de vida media y la estadistica asociada se muestran en la Tabla A-6 del Anexo 1).
Experimentos realizados en colaboracidon con M. Jiménez.

Estos resultados sugieren que la presencia de SMA-10 en intestino o hipodermis es necesaria y
suficiente para modular la respuesta inmune en C. elegans, mientras que su expresion en la faringe no tiene

un papel critico en la respuesta al patégeno P. aeruginosa.

2.4.2. P. aeruginosa no induce la expresion de sma-10
Al ser SMA-10 una proteina necesaria para la supervivencia de C. elegans en presencia de
P. aeruginosa, nos preguntamos si la exposicion a esta bacteria patdgena induce la expresién de sma-10 para

combatir la infeccidon.

Para analizar si la expresion de SMA-10 esta regulada por este patdgeno, se expusieron nematodos
sincronizados en estadio larvario L4 de la cepa control N2 a condiciones de crecimiento normales (E. coli
OP50) y nocivas (P. aeruginosa PA14) durante 6 horas. Posteriormente, se cuantificaron mediante qRT-PCR
los niveles de mRNA de sma-10 en estas dos condiciones experimentales. También se analizaron, como
controles, los niveles de mRNA de dos lisozimas cuya expresidn se altera por la infeccidon de P. aeruginosa:
lys-2, que se induce, y lys-7, que se reprime®. En la literatura esta descrito que P. aeruginosa activa la ruta

de Insulina®, por lo que se utilizd el gen sod-3 (reportero de la actividad de Insulina) para asegurarnos de
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gue esta via de sefializacidn se inducia en nuestras condiciones experimentales. Adicionalmente, se midieron
los niveles de mRNA de sma-6 (reportero de la ruta de TGFB Sma/Mab) para averiguar si TGFB Sma/Mab se
induce por la infeccién de P. aeruginosa. En la Figura R-24A se muestra que la exposicién a la bacteria
patdgena durante 6 horas es suficiente para desencadenar una respuesta inmune (lys-2 se induce y lys-7 se
reprime) y para que la ruta de Insulina se active (sod-3 se reprime). Sin embargo, no se observaron cambios

en la expresidon del mRNA de sma-6, ni una alteracion significativa de los niveles de mRNA de sma-10.
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Figura R-24: sma-10 no esta inducido por la exposicidn a P. aeruginosa en estadio L4. (A) qRT-PCR de lys-2,
lys-7, sod-3, sma-6 y sma-10 en poblaciones sincronizadas en estadio L4 de N2 crecidas en E. coli OP50 y en
P. aeruginosa PA14 durante 6 horas. La grafica representa la induccion media de dos experimentos
independientes, relativa al crecimiento en OP50, con su desviacion estdndar. La estrella indica diferencias
estadisticamente significativas con OP50 con una probabilidad < 0,05. (B) Cuantificacion de los niveles de
GFP regulados por el promotor de sma-10 (Psme.10::GFP) de larvas transgénicas en estadio L4, expuestas a
E. coli OP50 y a P. aeruginosa PA14 durante 24 horas. Se muestra el resultado medio obtenido con cuatro
transgénicos independientes. Experimentos realizados con la colaboracidn de A. Ulacia-Hernando.

Estos resultados indican que TGFB Sma/Mab no se induce, al menos, tras 6 horas de exposicion de
larvas L4 a P. aeruginosa. Ademas, la expresion de SMA-10, aunque se reduce levemente (0,76 veces), no se

ve afectada de manera significativa en estas condiciones.

Para averiguar si SMA-10 se induce en L4 por una exposicion mas duradera a P. aeruginosa (a
diferencia de nuestros ensayos anteriores con una exposicion de tan solo 6 horas), nematodos transgénicos
gue expresaban un reportero de la actividad promotora de sma-10 (Psnq.10::GFP) se expusieron a este
patégeno durante 24 horas. Estos transgénicos sobreexpresan GFP bajo la regulacién de la region 5
flanqueante de sma-10, que comprobamos que era suficiente para recuperar la resistencia a P. aeruginosa
por la sobreexpresion de SMA-10, mediante experimentos de inmunidad (Figura R-23). En la Figura R-24B se
resume la respuesta obtenida con cuatro lineas transgénicas independientes. No se observaron cambios
globales en la actividad promotora de sma-10 frente a P. aeruginosa, analizada como cambios en la

fluorescencia de GFP de los transgénicos bajo las dos condiciones.

Como conclusién a estos resultados, la expresion del correceptor SMA-10 no se induce en presencia

de la bacteria patdgena P. aeruginosa en las condiciones experimentales utilizadas.
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2.4.3. SMA-10 modula la respuesta inmune a través de DAF-2

Con el fin de determinar en qué ruta o rutas interviene SMA-10 para modular la capacidad de
resistencia de los nematodos a infecciones por P. aeruginosa, se eligieron genes involucrados en una
diversidad de rutas moleculares, cuya funcidn estd relacionada con la defensa frente a patdégenos en
C. elegans, como son tol-1, fshr-1, sek-1, bar-1 y daf-2. Se generaron cepas que carecian tanto de sma-10

como de cada uno de estos genes y se analizd su supervivencia en presencia de P. aeruginosa.

El receptor TOL-1 esta implicado en el comportamiento evasivo de C. elegans frente a algunas
bacterias patdgenas®'. En nuestros ensayos, los mutantes tol-1(nr2033) no mostraron ser mas susceptibles a
P. aeruginosa que los nematodos silvestres (Figura R-25A), como se habia observado con anterioridad®’.
Ademas, los dobles mutantes sma-10(ok2224);tol-1(nr2033) no resultaron estar mas inmunocomprometidos

que los mutantes sma-10(ok2224) (Figura R-25A).

FSHR-1 es una proteina transmembrana estructuralmente similar a SMA-10, con repeticiones ricas en
leucinas en la parte extracelular, y cuya expresidon es necesaria en el intestino de los nematodos para
combatir a P. aeruginosa'®. SEK-1 forma parte de la sefializacién de la ruta de p38 MAPK y también controla
la inmunidad de C. elegans™*. Por su parte, el ortélogo de B-catenina en nematodos, BAR-1, también regula
la respuesta inmune frente a bacterias patégenas™. Los dobles mutantes de sma-10 con estos genes (fshr-1,
sek-1y bar-1), mostraron una supervivencia significativamente menor que los mutantes simples, indicando
gue SMA-10 no controla la respuesta inmune a través de los mecanismos moleculares gobernados por estas

vias de sefializacion (Figura R-25B-D).

Sin embargo, la ausencia de SMA-10 no comprometid la resistencia de los mutantes del receptor de
Insulina, daf-2(e1370) (Figura R-25E). Estos resultados sugieren que el efecto en inmunidad debido a la
ausencia de SMA-10 es suplido por la ausencia de DAF-2 y, por lo tanto, ambos genes podrian estar

interaccionando genéticamente y DAF-2 ser epistatico a SMA-10.

Para descartar que el efecto que observamos entre sma-10(0k2224) y daf-2(e1370) en inmunidad no
es debido a la interaccion de la ruta TGFB Sma/Mab con daf-2(e1370), se analizd la resistencia de dobles
mutantes dbl-1(nk3);daf-2(e1370) a la infeccion por P. aeruginosa. Como se observa en la Figura R-25F, los
dobles mutantes dbl-1(nk3);daf-2(e1370) estan mas inmunocomprometidos que los mutantes daf-2(e1370),

sugiriendo que SMA-10 tiene un papel independiente a la ruta de TGFB Sma/Mab en inmunidad.
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Figura R-25: SMA-10 modula la respuesta inmune a través de DAF-2. Curvas de supervivencia de N2,
mutantes simples y dobles mutantes defectivos de sma-10 con tol-1 (A), fshr-1 (B), sek-1 (C), bar-1 (D), daf-2
(E) y el doble mutante dbl-1(nk3);daf-2(e1370) (F) expuestos a P. aeruginosa. Los tiempos de vida mediay la
estadistica asociada se muestran en las Tablas A-7-12 del Anexo |. Experimentos A-E realizados en
colaboracién con M. Jiménez.

Como el efector mejor estudiado de la ruta de Insulina es el factor de transcripcién DAF-16, nos

preguntamos si el papel en inmunidad de SMA-10 depende de DAF-16. La actividad de este factor de

transcripcion tipo FOXO estda regulada negativamente por la activacién del receptor de la ruta DAF-2, de tal

manera que la activaciéon de DAF-16 se produce cuando la actividad conducida por DAF-2 disminuye®® 1% 2%,

Sin embargo, los mutantes daf-16(mu86) no son mas sensibles a P. aeruginosa que N2*% (Figura R-26A),

aunque cabria esperarlo, porque los mutantes daf-2(e1370) son mas resistentes que N2 (Figura R-25E-F).

Para estudiar si la modulacion que ejerce SMA-10 sobre DAF-2 (Figura R-25E) depende de DAF-16, se

generaron dobles mutantes sma-10(ok2224);daf-16(mu86) y se analizd la resistencia de los mismos a

P. aeruginosa. En la Figura R-26A se observa que la eliminacion de DAF-16 compromete aun mas la

resistencia de los mutantes sma-10(0k2224) a este patdgeno. Este resultado sugiere que la ausencia de
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SMA-10 nativo, en un fondo genético en el que estd ausente DAF-16, induce un efecto acumulativo, por lo

que parece existir una relacion entre SMA-10 y DAF-16.

Un experimento tal vez mas clarificador podria ser el andlisis de la supervivencia de un transgénico
qgue sobreexprese DAF-16 en el fondo genético de un mutante defectivo para SMA-10. Singh y colaboradores
han descrito que los nematodos que sobreexpresan DAF-16 son mas resistentes a P. aeruginosa que los
nematodos silvestres'™® ¥ En la Figura R-26B se muestran las curvas de supervivencia en presencia de
P. aeruginosa de los transgénicos que sobreexpresan DAF-16 (daf-16(zIs356)’%), en ausencia y presencia de

SMA-10. Nuestros resultados no corroboran lo descrito por otros autores'® '#°

, Ya que no observamos un
efecto protector frente a la infeccion bacteriana cuando se sobreexpresa DAF-16. Sin embargo, el fenotipo
de sma-10(0k2224);daf-16(zIs356) es intermedio entre sma-10(0k2224) y daf-16(zIs356), que es ligeramente
mas resistente que N2 en nuestros ensayos. Este resultado es consistente con una actuacién de SMA-10
independiente de DAF-16, puesto que los efectos opuestos de los dos mutantes se combinan produciendo

un fenotipo intermedio.
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Figura R-26: SMA-10 modula la respuesta inmune independientemente de DAF-16. (A) Curvas de
supervivencia en presencia de P. aeruginosa de N2, sma-10(ok2224), daf-16(mu86) y el doble mutante
sma-10(ok2224);daf-16(mu86). Experimentos realizados en colaboracion con A. Ulacia-Hernando. (B) Curvas
de supervivencia de N2, sma-10(ok2224), daf-16(z1s356) y sma-10(ok2224);daf-16(zIs356) expuestos a
P. aeruginosa. Experimentos realizados por E. Lozano.

El tiempo de vida media y la estadistica asociada se muestran en las Tablas A-13 y A-14 del Anexo I.

El conjunto de nuestros resultados apunta a que SMA-10 modula la respuesta inmune de C. elegans
frente a P. aeruginosa actuando sobre la ruta de Insulina, pero no clarifica si es dependiente o no del factor

de transcripcion DAF-16.
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1. La familia de mir-58 y TGFf3

El papel de los miRNAs como reguladores génicos y su implicacion en diversas patologias humanas ha

2,81,92,126

centrado multitud de estudios en identificar sus genes diana . La conservacién de las principales vias

de sefalizacién entre humanos y nematodos, junto con la simplicidad y facil deteccidon fenotipica de
40, 127. S

C. elegans, permite encontrar en el nematodo miRNAs y genes diana comunes en ambas especies in

embargo, al eliminar de forma individual miRNAs, se observd que la ausencia de la mayoria de los miRNAs

144 Esto ha llevado a

no provocaba alteraciones fenotipicas facilmente reconocibles, si alguna, en C. elegans
la busqueda de nuevos abordajes experimentales para dilucidar tanto la funcién de miRNAs, como los genes
diana regulados por ellos™ ** 3> *° 1% Algunos autores hemos utilizado mutantes en los que se delecionan

familias enteras de miRNAs> ',

En este trabajo se han estudiado en detalle los fenotipos de tamaio y de entrada en dauer de los
mutantes mir-58f(-), descritos recientemente’. Se ha podido demostrar que, en mir-58f(-), las rutas TGFp
Sma/Mab (Figura R-6) y TGFB Dauer (Figura R-11) estadn inducidas y que esta induccion es debida a la
regulacion, por parte de mir-58f, de dbl-1, sma-6, daf-4 y daf-1 a través de sus 3’UTRs (Figuras R-2 y R-3). Sin
embargo, mientras que la induccién de TGFP Dauer puede explicar la incapacidad de estos mutantes de
entrar en dauer (Tabla R-3), la induccién de TGFB Sma/Mab no determina su tamafio pequefio (Figuras R-7 y

R-8) (Figura D-1).

Familia de mir-58

-/ |

LY AR T T TR O T T
S

s

TGFB Sma/Mab

DAF-1 DAF-4

IV
‘o)

>0
1 1

CRECIMIENTO DAUER

TGFp Dauer

Figura D-1: Modelo de actuacion de mir-58f sobre los fenotipos de crecimiento y entrada en dauer. mir-58f
inhibe la actividad de TGFB Sma/Mab y TGFB Dauer actuando sobre dbl-1, sma-6, daf-4 y daf-1, afectando
negativamente al crecimiento por TGFB Sma/Mab y favoreciendo la entrada en dauer a través de TGFB
Dauer. Cabe esperar que el efecto promotor del crecimiento de mir-58f se produzca por la regulacién
negativa de inhibidores del crecimiento desconocidos.
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1.1. mir-58fy TGFB Sma/Mab
1.1.1. dbl-1, sma-6 y daf-4 son genes diana de mir-58f

mir-58f estd implicada directamente en la degradacion de los mRNAs de los receptores SMA-6 y DAF-4
y del ligando DBL-1 de TGFB Sma/Mab, segun indican los ensayos in vitro (Figura R-2) e in vivo (Figura R-3). Al
mutar posiciones decisivas para la unidon de los miRNAs en los 3’'UTRs de estos genes (ver Parte Il del
Anexo |), se observd, en los ensayos in vivo, que los niveles del reportero mCherry en mir-58f(-) eran
similares a los de nematodos silvestres, salvo para sma-6, en los que la sefial era superior en los mutantes
(Figura R-3). Estos resultados se podrian explicar porque sma-6 esta regulado positivamente por la propia
ruta TGFB Sma/Mab y porque esta ruta esta sobreactivada en mir-58f(-) (Figura R-6). Para corroborar esta
hipodtesis, se sustituyd su region 5 flanqueante por la de daf-4, gen no sujeto a regulacidon por TGFS
Sma/Mab (datos no mostrados). En estas condiciones, los valores de expresion de mCherry siguen siendo
significativamente superiores en el fondo genético de mir-58f(-), comparado con el fondo genético silvestre
(Figura R-3C). Estos datos sugieren que existe otro sitio con afinidad por mir-58f en el 3’'UTR de sma-6. De
hecho, dos de los siete programas bioinformaticos utilizados (microrna.org y mirWIP) predicen otro sitio de
unién al principio del 3’UTR de sma-6 (ver sitio de unién 1-17 en el 3'UTR en Parte Il del Anexo I). En
nuestros ensayos, solo se mutaron las posiciones decisivas de la regidon 93-114 del 3'UTR de sma-6 que,
aparte de ser comun a todas las predicciones bioinformaticas, se encuentra localizada en la posicion central
del 3'UTR. Se eligid este sitio para su mutacién y no el localizado en la regién 1-17 del 3'UTR, porque se ha
postulado que las secuencias de reconocimiento cercanas al codén de stop suelen tener menor afinidad por
los miRNAs. Esto es debido a que estos primeros nucledtidos del 3’"UTR estdn protegidos por la maquinaria

11,160

de traduccion del mRNA . Sin embargo, teniendo en cuenta los datos de los ensayos in vivo, no podemos

descartar que los miRNAs se unan a la regién 1-17 del 3'UTR de sma-6.

Algunos genes analizados en este estudio ya se han propuesto como genes diana de mir-58f por otros

63, 235

autores, que han realizado estudios a gran escala en C. elegans En StarBase versién 2.0

(http://starbase.sysu.edu.cn/index.php) se han recogido algunos trabajos realizados con nuevas tecnologias

121,23 " Entre estos estudios a gran escala destacan los ensayos que

para descubrir genes diana de miRNAs
utilizan la metodologia CLIP-seq. Esta metodologia combina la fijacidon por UV de las proteinas del miRISC al
mRNA y miRNA que lo componen, con la inmunoprecipitacion de una de las proteinas de este complejo y la

6% 235 Hasta hace poco, esta

posterior pirosecuenciacion, tras aislar el RNA y retrotranscribirlo en cDNA
metodologia no permitia identificar si un miRNA era capaz de unir la region secuenciada, ya que sélo se
obtenian fragmentos génicos y no los miRNAs asociados a ellos. La nueva metodologia descrita para CLIP-seq
por Grosswendt y colaboradores, en la que se ligan el miRNA y el fragmento génico presentes dentro del
miRISC, permite la inmunoprecipitacion de quimeras mRNA-miRNA, evidenciando una unidn directa entre

ambas moléculas®.
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Segun la base de datos StarBase versién 2.0, tanto la regién de unién a mir-58f 93-114 del 3'UTR de
sma-6 como las correspondientes regiones 127-148 y 234-255 del 3'UTR de daf-4 han sido encontradas en la

2% En el

inmunoprecipitacion de la proteina ALG-1 del miRISC en el estudio de Zisoulis y colaboradores
articulo de Grosswendt y colaboradores también encontraron una asociacién de mir-58f con las regiones
127-234 y 351-372 del 3’'UTR de daf-4°*. En cambio, no se ha detectado la interaccién de mir-58f ni con el
ligando DBL-1 de TGFB Sma/Mab, ni con el receptor de TGFB Dauer, DAF-1. Por consiguiente, estudios como
los realizados en este trabajo, que analicen de forma individual la interaccién entre miRNAs y genes
concretos, son necesarios para desenmascarar la conexion existente entre ellos, que no se aprecia en los

abordajes a gran escala® %% %% 2%,

1.1.2. El fenotipo de tamafio de mir-58f(-)

Al igual que ocurre con mir-58f en C. elegans, en D. melanogaster bantam, el Unico ortélogo de
mir-58f, también es capaz de promover el crecimiento’” ’*. Los mutantes defectivos de bantam, como los
mutantes mir-58f(-) de C. elegans, son animales pequefios con defectos en la fertilidad> ’*. En el caso de
D. melanogaster, son las rutas de Hippo-Warts, EGFR, TGFB e Insulina las que controlan el crecimiento a

1 1 . , .
773,133 En este sentido, nuestros resultados en C. elegans estan en concordancia con los

través de bantam
descritos en D. melanogaster, ya que hemos observado que las rutas de TGFP también parecen controlar la
expresion de mir-58 (Figuras R-15 y R-16). Sin embargo, el pequefio tamafio corporal de los nematodos
mir-58f(-) no parece deberse a la sobreexpresidn de los genes diana identificados de la ruta TGFB Sma/Mab
dbl-1, sma-6 y daf-4, ya que esto implicaria nematodos de mayor tamafio corporal que N2, al contrario de lo
gue observamos. Como cada miRNA tiene el potencial de reprimir muchos genes al mismo tiempo y el
tamafio corporal del nematodo es susceptible a cambios en una diversidad de rutas y genes, postulamos que
el pequefio tamafio de mir-58f(-) es el efecto combinado en varios genes por determinar.

El crecimiento de los organismos se produce por un aumento del nimero y/o del tamafio de las

Y8 "En Drosophila se ha observado que bantam controla la tasa de proliferacion celular de varios

células
tejidos como las alas'®. En C. elegans el tejido que es mayormente responsable del tamafio adulto es la
hipodermis®’. Durante las diferentes etapas larvarias, las células precursoras de la hipodermis se dividen
para aumentar en nimero y la cantidad de nucleos de este sincitio poliploide®. Para determinar si mir-58f
promueve la proliferacion que determina el numero de nucleos de la hipodermis en C. elegans, se
contabilizd el numero de células precursoras de los nucleos del sincitio hipodérmico en los mutantes simples
mir-58(n4640) y el numero de nucleos hipodérmicos de mutantes mir-58f(-). Sin embargo, no observamos

diferencias entre los mutantes de mir-58f y nematodos silvestres N2, por lo que concluimos que si esta

familia de miRNAs afecta a la proliferacion en C. elegans, no lo hace sobre el tejido hipodérmico.
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Recientemente, Jiang y colaboradores han observado en D. melanogaster que bantam también

contribuye al crecimiento mediante el aumento del tamafio de las células de la epidermis, como
. . . . .z , 95

consecuencia del control que ejerce este miRNA sobre la endorreduplicacion de sus nucleos™. Los adultos de
C. elegans estan formados por un nimero fijo de nucleos, 959 en las hermafroditas y 1031 en los machos”.
Sin embargo, al alcanzar el periodo adulto, los nematodos continldan creciendo, por el aumento en
endorreduplicacién de los nicleos hipodérmicos, que son dependientes de la actividad de TGFB Sma/Mab™**".
Para analizar si el control que ejerce bantam sobre la endorreduplicacion de los nucleos epidérmicos en

D. melanogaster esta conservado en C. elegans, habria que analizar el contenido en ploidia de la hipodermis

de mir-58f{(-).

Alternativamente, mir-58f también puede estar controlando el tamafio de los nematodos, actuando a
través de la linea germinal: se ha observado que los sitios pronosticados de unién a esta familia de miRNAs
aparecen infrarrepresentados en transcriptomas de la linea germinal, lo que sugiere una fuerte regulacion

191

por parte de esta familia de miRNAs en este tejido™". Por otro lado, la linea germinal inhibe el crecimiento

1 162 .
0162 Fn este sentido, se ha

porque, al eliminarla en las larvas, hace que los adultos tengan mayor tamafio
. ’ . . 22 s .

observado que nematodos sin linea germinal sobreexpresan mir-58*°, lo que esta en concordancia con un

control positivo del crecimiento por parte de este miRNA y también sugeriria una regulacion de mir-58f

desde la propia linea germinal.

1.1.2.1. mir-58 como modulador positivo del tamafio

Para esclarecer si mir-58f promueve el tamafio corporal a través de algln tejido en particular, se
sobreexpresé mir-58 de forma independiente en intestino y en hipodermis (Tabla R-2). Nuestros resultados
indican que mir-58 contribuye mas al crecimiento de los nematodos a través del intestino (recuperacion del
67% del tamafio control N2), que a través de la hipodermis (recuperacién del 62% del tamafio control N2)
(Tabla R-2). Esta observacidn es acorde con la expresién natural de mir-58, que es mas fuerte en el intestino
que en la hipodermis™, por lo que, a priori, se espera que tenga un papel mas determinante en este tejido.
Sin embargo, no podemos descartar que la sobreexpresiéon de mir-58 en hipodermis esté inhibiendo la
actividad de TGFB Sma/Mab, actuando sobre los mRNAs de sma-6 y daf-4, y por tanto, enmascarando el

efecto que tiene este miRNA como modulador positivo del crecimiento en este tejido.

Estos resultados sugieren varias posibilidades: 1) La expresion del miRNA en varios tejidos de forma
simultanea es necesaria para el correcto desarrollo de su funcidn, ya que mir-58 se expresa en varios tejidos
como intestino e hipodermis®' y estos dos controlan el crecimiento de C. elegans®. En este sentido, nuestros
ensayos pusieron de manifiesto que mir-58 parece dirigir el tamafo simultdneamente a través de
hipodermis e intestino, ya que la expresién en cada uno de estos tejidos por separado no recupera 100% el

tamafio normal (Tabla R-2). Aparte del requerimiento de mir-58 para promover el crecimiento en intestino e
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hipodermis, la expresion de mir-58 en una localizacién especifica también podria regular la expresidon de
alguna hormona endocrina, que controlara el crecimiento de C. elegans. A favor de esta idea, en Drosophila,
la expresion de bantam en la glandula protordcica es suficiente para inhibir la producciéon de ecdisona y
promover el crecimiento de la larva'’. 2) Los niveles de expresion de mir-58, controlados por las regiones 5’
flanqueantes estudiadas, puede que no sean los correctos (insuficientes o excesivos), como parece indicar el
resultado de la sobreexpresién de mir-58 con la regién 5’flanqueante de expresidn ubicua de RPL-28, que no

pudo rescatar el tamafio de los mutantes mir-58f(-) completamente(Tabla R-2).

Por ultimo, hemos observado que la sobreexpresién de mir-58, bajo el control de su regién 5
flanqueante y sin estar sometido a la regulacién por su 3’'UTR, es menos eficiente que la del miRNA con su
3’UTR a la hora de recuperar el fenotipo de tamafo. Estos resultados ponen de manifiesto que el 3’UTR de

mir-58 es importante para ejercer su funcion (Tabla R-2), como ya se ha descrito para el miRNA Jet-7°>*

.Ensu
3'UTR, let-7 presenta una regiéon complementaria a su forma madura, mediante la cual promueve la
maduracién de la forma primaria, creando un bucle autorregulatorio positivo™**. En el 3’UTR de mir-58 se
han encontrado tres regiones complementarias a miR-58 (Figura A-3 del Anexo |), que pudieran estar
promoviendo la maduracién del transcrito primario, de forma andloga a let-7. Seria interesante averiguar si,

in vivo, el 3’"UTR de mir-58 afiade estabilidad al miRNA.

1.1.2.2. mir-80 como modulador positivo del tamafio

Nuestros resultados muestran que la influencia de mir-80 sobre el fenotipo de tamafo es pequeiia, en
comparaciéon con la de mir-58. De hecho, no pudimos detectar una reduccidn significativa en el tamafio de
los mutantes mir-80(nDf53), ni en los dobles mutantes mir-80(nDF53);mir-81/82(nDf54) (Figura R-5), en
contraposicion con los resultados de Vora y colaboradores, en los que observan que mir-80(nDf53) es un

21 En su trabajo, los animales se

10% mds pequefio que nematodos silvestres N2 a la edad de cuatro dias
midieron cuando éstos llevaban Unicamente un dia en su fase adulta, lejos del momento en el que se alcanza
el maximo tamafio corporal, que estd alrededor de 120-144 horas desde la eclosién del huevo (4-5 dias
desde el momento de entrada en adultos), en el caso de la cepa silvestre®. Si la ausencia de mir-80 induce un
cambio en la velocidad con la que los animales se desarrollan, puede que no se observe la diferencia real de

tamafio corporal en el momento del desarrollo en la que lo midieron.

Por otro lado, cuando sobreexpresamos mir-80 (mir-80++) se rescaté sélo en un 77% el fenotipo de
tamario de mir-58f(-), contradiciendo lo publicado por otros autores (Tabla R-2)>. Una explicacién posible es
que las regiones 5’ flanqueantes utilizadas para expresar mir-80 difieran entre ambos trabajos. En nuestro
caso, la regién 5’ flanqueante clonada se localiza entre mir-238 y el inicio de mir-80. Puede que esta zona no
abarque las regiones reguladoras necesarias para la correcta transcripciéon de mir-80 y la utilizada por

Alvarez-Saavedra y Horvitz fuera mas extensa®. Alternativamente a las diferencias en la longitud de la regién
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5’ flanqueante, cabe la posibilidad de que Alvarez-Saavedra y Horvitz no detectaran el tamafio maximo que
alcanzan los animales que sobreexpresan mir-80 en sus experimentos. Esta discrepancia podria explicarse

igualmente por diferencias en la forma de medir el tamafio, como se ha expuesto en el parrafo anterior.

Por otro lado, la recuperacion del 77% del tamano silvestre, cuando se sobreexpresa mir-80 en
mir-58f(-) (Tabla R-2), refleja el control positivo que ejerce este miRNA sobre el crecimiento de C. elegans.
Este control positivo estd aparentemente en contradiccion con que la ausencia de mir-80 no afecte al
tamafio corporal de los nematodos silvestres (Figura R-5). Sin embargo, la explicacion mas probable es que la
ausencia de mir-80 en un fondo genético silvestre es compensada por el efecto de los otros miRNAs de la

familia, especialmente de mir-58.

1.1.2.3. Genes diana que influyen en el tamafio de mir-58f(-)

Para explicar el tamano pequefio de mir-58f(-), se analizaron los niveles de mRNA de genes
reguladores del crecimiento en C. elegans, que aparecian en diferentes programas informaticos como
posibles genes diana de mir-58f (Figura R-10). Nuestros resultados de gRT-PCR indican que, de un conjunto
de genes analizados, sélo daf-25 aparece sobreexpresado significativamente en poblaciones mixtas de
mir-58f(-) (Figura R-10). DAF-25 regula la sefializacidn de la ruta de cGMP, implicada en la respuesta frente a

23,94 y controla el tamafio actuando sobre TGFB Sma/Mab, a través de

diversas condiciones ambientales
EGL-4” °>>* > Aunque la sobreexpresién de DAF-25 fuera capaz de disminuir el tamafio de los animales,
otros autores lo han situado corriente arriba de la ruta de TGFB Sma/Mab. Como el tamafio pequefio de
mir-58f(-) es independiente de TGF Sma/Mab (Figuras R-7 y R-8), podemos descartar que la sobreexpresion
de DAF-25 sea la causante del defecto en crecimiento de mir-58f{(-).

102, 180

Al ser los miRNAs reguladores potenciales de cientos de genes y los miembros de mir-58f unos

101,103,125 " o5 | 6gico pensar que los mutantes mir-58f(-) tengan

de los miRNAs mas expresados en nematodos
multitud de vias de sefalizacidn alteradas que estén afectando a su tamafio. Nuevas tecnologias, como la
secuenciacién masiva de transcriptomas, podrian utilizarse para identificar los genes alterados en los
mutantes de mir-58f. Otros autores ya han utilizado aproximaciones similares para encontrar genes diana de
mir-58°® °. Sin embargo, en estos ensayos proteémicos no se pudieron identificar ninguno de los genes

% 9 Como la regulacién génica por parte de los miRNAs

diana de mir-58f(-) descubiertos en este trabajo
suele ser sutil™®” *® y |os estudios realizados por estos autores se llevaron a cabo con mutantes simples
mir-58(n4640), puede que las variaciones de SMA-6, DAF-4 y DAF-1 no fueran lo suficientemente grandes
para poder ser detectadas. Este hecho pone de manifiesto que el trabajo con mutantes defectivos de

familias enteras de miRNAs puede ser mas esclarecedor a la hora de determinar sus genes diana.
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1.2. mir-58fy TGF Dauer
1.2.1. daf-1 también es un gen diana de mir-58f

Por qRT-PCR se observo que los niveles de mRNA de daf-1 y daf-4 son significativamente superiores en
mir-58f(-) que en los de nematodos silvestres en todos los estadios larvarios analizados (Figura R-1). En los
ensayos in vitro los 3’"UTRs de DAF-1 y DAF-4 fueron modulados negativamente por todos los miembros de
mir-58f (Figura R-2) y en los experimentos in vivo se confirmd que esta interaccion también es valida en
C. elegans (Figura R-3). Los estudios masivos realizados por otros autores, que utilizan la metodologia
CLIP-seq® **, apoyan la unién de mir-58f al 3’UTR de daf-4 inferida de nuestros ensayos, como se ha
descrito en el apartado 1.1.1. de la discusidn. Sin embargo, no se ha observado una relacién entre daf-1y

®%.23% ni en los de protedmica de Jovanovic®® *. En nuestros

mir-58f, ni en los estudios de CLIP-seq anteriores
estudios in vivo, se pudo detectar que la expresidén del reportero mCherry bajo la regulacién del 3'UTR
silvestre de daf-1 se duplica en mutantes defectivos para mir-58f, en comparacién con la registrada para
nematodos control N2 (Figura R-3). Este aumento en la expresién de mCherry, similar al obtenido con el
3’UTR silvestre de dbl-1 (de unas cuatro veces), es mucho menor que el observado para los 3'UTRs silvestres
de daf-4 o sma-6 (20 veces para el de daf-4 y 15 veces para el de sma-6 regulado por la regidon 5’ flanqueante
de daf-4) (Figura R-3). En estos ensayos (Figura R-3), al reflejar la expresion de mCherry la capacidad de
interaccion entre esta familia de miRNA y los diferentes 3’UTRs, se puede extrapolar la intensidad de
represion que ejercen los miRNAs sobre los diferentes 3’UTRs. Por lo tanto, como la capacidad de represién
de los 3'UTRs silvestres de daf-1y dbl-1 por parte de mir-58f parece ser menor que la observada para los de

daf-4 y sma-6, la probabilidad de detectar las interacciones miRNA-mRNA de estos genes podria estar

reducida en estudios a gran escala.

Aunque daf-7 fue identificado como gen diana de mir-58f por cuatro programas informaticos
diferentes, nuestros resultados no apoyan inequivocamente que daf-7 sea regulado por esta familia de
miRNAs. Por un lado, los niveles de mRNA del ligando DAF-7 no aumentaron respecto a los de nematodos
silvestres en el estadio L2 (Figura R-1) y los ensayos in vitro indicaron que Unicamente miR-58 era susceptible
de inhibir levemente la expresion de luciferasa a través del 3’"UTR de daf-7 (Figura R-2). Por otro lado, los
niveles de mRNA de daf-7 en mir-58f(-) son elevados frente a los que se observan en N2 y similares a los que
muestran nematodos con la ruta TGFPB Dauer inducida (daf-3(0k3610), daf-8(++) y daf-4(pwlis922)) (Figura
R-11A). Por lo tanto, estos resultados sugieren que mir-58f(-) no actla directamente sobre daf-7, sino que
los elevados niveles de daf-7 son un efecto indirecto debido a que la ruta de TGFB Dauer esta activa en
mir-58f(-). Adicionalmente, no se ha observado en ningln estudio a gran escala que mir-58f esté regulando a
daf-7°*%9%2% sin embargo, como se ha expuesto anteriormente, hay que valorar con cautela los resultados

de estos trabajos masivos, ya que puede que no sean lo suficientemente sensibles para detectar
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interacciones sutiles, restringidas a tejidos muy concretos o con genes que no se expresen en altas

concentraciones.

1.2.2. La activacion de TGFB Dauer explica el fenotipo defectivo de entrada en dauer de mir-58f(-)
Nuestro trabajo sugiere que los mutantes mir-58f(-) son incapaces de entrar en el estadio de
resistencia dauer por tener la ruta TGFB Dauer inducida, ya que la eliminacién de la actividad del receptor

DAF-1 en estos animales mutantes restauro el fenotipo silvestre (Tabla R-3, Figura R-14).

Hasta la fecha, se ha estudiado en profundidad la expresién del ligando DAF-7 como regulador de la
entrada en dauer’’* '”°. En cambio, no hay ensayos que, de forma directa, hayan puesto de manifiesto la
importancia de la sobreexpresidon de los receptores DAF-1 y DAF-4 en la capacidad de reprimir la entrada en
dauer. En este trabajo, mostramos que la sobreexpresién de DAF-1 en un fondo genético defectivo para
daf-1 es capaz, por si misma, de reducir la entrada en dauer en C. elegans (Figura R-12). Teniendo en cuenta
que mir-58f(-) tiene altos niveles no sélo de DAF-1 sino también de DAF-4, DAF-7 y DAF-8 (Figuras R-2 y
R-11A), nuestros resultados apoyan la hipotesis de que la activacion de TGFB Dauer en mir-58f(-) explicaria

su fenotipo defectivo de entrada en dauer.

Por otro lado, también hemos observado un aumento en el porcentaje de entrada en dauer de
mir-58f(-);daf-1{m213) en relacién a la cepa daf-1{(m213) (Tabla R-3). Este aumento puede ser debido a que
mir-58f(-) tenga también alteradas otras rutas implicadas en el control de la entrada en dauer. En C. elegans
existen varias rutas que regulan la entrada en dauer, siendo TGFB Dauer e Insulina dos rutas que actian en

83, 129, 151, 159, 183
. Estas

paralelo, pero a la vez intercomunicadas por mecanismos no totalmente esclarecidos
rutas controlan, a nivel neural, la informacién ambiental recibida por receptores acoplados a proteinas G
para, a su vez, transducirla para que se ejecute la remodelacién global de la larva, convergiendo sobre la

8488 En este sentido, hemos observado en este trabajo que los

regulacion del receptor nuclear DAF-12
mutantes mir-58f(-) tienen también inhibida la ruta de Insulina (Figura R-13). La inhibicién de la ruta de
Insulina, por si sola, no explica el defecto de entrada en dauer de mir-58f(-), ya que hemos observado que los
mutantes mir-58f(-);daf-2(e1370) son incapaces de formar dauer (Figura R-14). Sin embargo, una reduccién
de la misma si podria explicar el aumento de individuos de mir-58f(-);daf-1{m213) que entran en dauer, en

relacién al nimero que lo hace de daf-1(m213) (Tabla R-3).

En cualquier caso, todavia queda por esclarecer en este trabajo, si la induccién de daf-16, ins-1 e
ins-17 en mir-58f(-) (Figura R-13A) se debe a la unién de esta familia de miRNAs a sus 3’UTR (ver Parte Il del
Anexo |) o es una consecuencia indirecta de la ausencia de sefalizacion a través de insulina o de la activacion
de las rutas TGFB, ya que las rutas de TGFB Sma/Mab y Dauer pueden modular la actividad de la ruta de

. 24,129, 151, 159, 175, 183, 226
Insulina .
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1.3. Bucle regulatorio entre TGFB y mir-58f

En este trabajo hemos detectado que los mutantes de TGFB Sma/Mab dbl-1(nk3) presentan en el
estadio L4 una menor cantidad de las formas maduras de mir-58 y mir-80 que los nematodos control N2
(Figura R-15A). Este resultado sugiere un control transcripcional de estos miembros de la familia de mir-58
por parte de TGFB Sma/Mab, tal y como se ha descrito en otros organismos como Drosophila y humanos. En
D. melanogaster, el ligando Dpp de la superfamilia de TGFB controla, a través del factor de transcripcidon

153

Smad Mad, la transcripcién del Unico ortélogo de esta familia de miRNAs, bantam™". Uno de los posibles

ortélogos humanos, hsa-mir-143, también es regulado transcripcionalmente a través de Smads™ ** **°, E|
analisis de la actividad de la region 5’ flanqueante de mir-58 en mutantes de ambas rutas de TGFB confirmo
los resultados obtenidos para TGFB Sma/Mab y sugirié que también TGFB Dauer regulara a mir-58, al menos,

en el estadio L4 (Figura R-16).

El bucle regulatorio negativo existente entre TGFB Sma/Mab y mir-58 y mir-80 podria estar
controlando que la sefializacion a través de TGFB Sma/Mab permaneciera dentro de un rango éptimo de

145, 175

actividad. Esta ruta de TGFB se autorregula positivamente a nivel del receptor sma-6 (Figura R-6) y
mir-58f serviria para que los niveles de SMA-6, y por tanto de la ruta, no aumentaran exponencialmente. En
este sentido, en los experimentos de sobreexpresidon de SMA-6, hemos observado que la mutacién del 3’'UTR
(en el sitio de unién 93-114 a mir-58f) confiere un mayor tamafo a los nematodos que aquellos que
sobreexpresan este receptor con su 3'UTR silvestre (Figura R-9). Ademas, la sobreexpresién de sma-6 con el
3’UTR mutado aumentd el tamafio de los mutantes mir-58f(-) en la misma proporcidn que lo hizo la misma
construccion con el 3'UTR silvestre. Por consiguiente, estos experimentos sugieren que mir-58f es necesaria

para controlar la actividad de TGFB Sma/Mab, influyendo de forma negativa en la determinacién del tamafio

corporal a través de esta ruta.
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2. SMA-10

El estudio de la funcion de ortélogos de genes humanos en C. elegans permite establecer relaciones
entre sus productos génicos y diferentes rutas de senalizacidn conservadas entre ambas especies. Hasta la
fecha, se ha descrito que los ortélogos de SMA-10 en humanos, las proteinas LRIG, son moduladores de las
rutas de sefializacién gobernadas por EGF’% **°. En este trabajo se ha estudiado la capacidad de SMA-10 para
modular diferentes fenotipos de la ruta TGFB Sma/Mab. Hemos observado que este ortdlogo de LRIG
humano funciona como un correceptor facultativo, ya que no esta involucrado en todos los fenotipos
controlados por esta via de sefializacion. Adicionalmente, nuestros resultados indican que, en el control de la
respuesta inmune, SMA-10 parece interaccionar genéticamente con DAF-2, el receptor de la ruta de Insulina
en C. elegans, y su sobreexpresidn en intestino o en hipodermis es suficiente para conferir resistencia frente
a P. geruginosa (Figura D-2).

DBL-1
SMA-6

SMA-10

DAF-2
CRECIMIENTO

FERTILIDAD ‘

éLONGEVIDAD?

O T N e e e R
\

0 Y

TGFB Sma/Mab Insulina

» INMUNIDAD

Figura D-2: Modelo de actuacion de SMA-10 como correceptor de las rutas de TGFB Sma/Mab e Insulina.
En el caso de TGFB Sma/Mab, SMA-10 actiia como un modulador positivo de la ruta y esta involucrado en
los fenotipos de crecimiento y fertilidad, mientras que su papel en longevidad es controvertido. En cuanto a
la ruta de Insulina, SMA-10 funciona como un modulador negativo y actua corriente arriba de su receptor
DAF-2, al menos, en el fenotipo de inmunidad.

2.1. SMA-10 como modulador facultativo de la ruta TGF Sma/Mab
Como se discutird en este apartado, el estudio de los fenotipos regulados por TGFB Sma/Mab en
mutantes sma-10(0k2224) ha puesto de manifiesto que SMA-10 actia como un modulador facultativo de

esta via de sefializacion, al igual que el otro correceptor descrito para TGFB Sma/Mab, DRAG-17".

2.1.1. Tamaiio corporal

d146, 193. En

La ruta de TGFB Sma/Mab controla el tamafio de los nematodos en funcién de su activida
este sentido, los ensayos de crecimiento de los mutantes sma-10(ok2224) pusieron de manifiesto la
interaccion de SMA-10 con TGFB Sma/Mab (Figura R-17), al igual que han hecho otros autores®. Sin

embargo, Gumienny y colaboradores no describieron que los mutantes sma-10(ok2224) eran pequefios por
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tener comprometida la endorreduplicacion de los nucleos de la hipodermis, como se muestra en este
trabajo (Figura R-18A). Asimismo, nosotros hemos confirmado que SMA-10 modula positivamente la ruta de
TGFB Sma/Mab mediante el andlisis de la actividad del promotor de lon-1 (Figura R-18B), gen regulado

transcripcionalmente de forma negativa por la misma**’.

2.1.2. SMA-10y el envejecimiento

Segun nuestros resultados, SMA-10 no influye significativamente en el envejecimiento somatico de los
individuos (p = 0,071, Tabla R-6), al contrario de lo que ocurre con algunos de los componentes de la ruta de
TGFB Sma/Mab, como dbl-1 y sma-6, cuya ausencia aumenta la vida media de los animales con respecto a la

3% (Figura R-19). Sin embargo, se ha descrito que otros componentes de TGFB Sma/Mab no

cepa silvestre N2
influyen de forma consistente en la longevidad de los nematodos (como las proteinas Smad SMA-2 y SMA-4)
o incluso no tienen ningun efecto sobre ella (como la proteina Smad SMA-3 y el factor de transcripcién
SMA-9)"*, por lo que la modulacién de TGFB Sma/Mab tiene un efecto variable en la determinacién de este

fenotipo.

En cambio, la inhibicion de SMA-10 por RNAi revela que el fenotipo de longevidad asociado a SMA-10
es controvertido. Si bien, en los estudios realizados con esta técnica y revisados por Yanos y colaboradores
recientemente, no se observa que la inhibicion de SMA-10 por RNAi incremente la longevidad de los

224

nematodos®“”, Samuelson y colaboradores detectaron un pequefio aumento significativo en la vida media de

176

los individuos tratados™"". Estas discrepancias podrian poner de manifiesto que SMA-10 no tuviera un efecto

B4 v dependiera de

consistente en la longevidad de los nematodos, como ya se ha visto para SMA-2 y SMA-4
pequefias variaciones ambientales incontroladas al realizarse los diferentes experimentos. Este factor
desconocido podria aumentar la supervivencia de los nematodos en los que se ha inhibido SMA-10, llegando
a hacer las diferencias estadisticamente significativas. De hecho, nosotros hemos observado que la vida
media de sma-10(0k2224) aumenta un 17% respecto a la de la cepa N2 en los dos ensayos de longevidad
realizados. Aunque las curvas de supervivencia de sma-10(0k2224) nunca hayan sido estadisticamente
diferentes a las de los controles N2, teniendo en cuenta los resultados del grupo de Samuelson®’®, no

podemos descartar inequivocamente que este correceptor tenga un minimo efecto en la longevidad de

C. elegans.

Mediante este trabajo también se ha podido determinar que el control positivo que ejerce SMA-10
sobre el envejecimiento reproductivo estd mediado por TGFB Sma/Mab (Figuras R-20 y R-21). Los mutantes
de TGFB Sma/Mab tienen un envejecimiento reproductivo desproporcionalmente menor al envejecimiento
somatico, en relacién a otros mutantes longevos con restriccion caldrica o deficientes en la sefializacion por

134

la ruta de Insulina™". En este sentido, nuestros resultados de envejecimiento reproductivo y somatico

obtenidos con los mutantes sma-10(ok2224) apoyan esta disparidad entre ambos fenotipos. Asimismo,

83



DISCUSION

Wang y colaboradores han descrito recientemente, que la inactivacion de la mayoria de los genes implicados
en el envejecimiento reproductivo que han estudiado puede aumentar la calidad de vida de los nematodos e
incluso puede llegar a prolongarla®®. Ademds, en este estudio asociaron a algunos de estos genes con la via
de sefializacion TGFB Sma/Mab*®. Por lo tanto, tampoco podemos descartar que el minimo efecto que
pudiera tener SMA-10 en longevidad fuera consecuencia de su prolongado periodo reproductivo

dependiente de TGFB Sma/Mab.

2.2. SMA-10 como modulador negativo de la ruta de Insulina

A pesar de que los mutantes sma-10(0k2224) mostraron una sensibilidad a P. aeruginosa similar a la
de mutantes dbl-1(nk3), los dobles mutantes sma-10(0k2224);dbl-1(nk3) presentaron un fenotipo aditivo,
mas inmunocomprometido (Figura R-22B), lo que indicaba un papel de SMA-10 independiente a TGFB
Sma/Mab en inmunidad. En este trabajo hemos profundizado en este fenotipo y se ha puesto de manifiesto
gue SMA-10 estd involucrado en la sefalizacién de la ruta de Insulina, como modulador de la respuesta
inmune frente a P. geruginosa. Los experimentos de epistasis, en los que se compara la supervivencia de
animales que no expresan SMA-10 nativo con aquellos que ademas tienen el receptor de Insulina DAF-2
constitutivamente inactivo, muestran que ambos genes actlan en la misma ruta y que DAF-2 es epistatico a
SMA-10 (Figura R-25E). Al ser los mutantes sma-10(ok2224) mas sensibles que la cepa silvestre y los
29, 45, 205

mutantes del receptor DAF-2 mas resistentes que los nematodos silvestres a la infeccién bacteriana

(Figura R-25E), nuestra hipdtesis es que SMA-10 inhibe la actividad de la ruta de insulina.

¢Existen muchos moduladores de DAF-2 descritos o es SMA-10 un caso particular? Hasta la fecha, en
C. elegans se ha descrito que Klotho, el correceptor de FGFR, modula negativamente la actividad de DAF-2
para aumentar la longevidad de los nematodos®. De forma similar, se ha descrito que VANG-1 (ortdlogo de
la proteina humana VANGL1), por un lado, requiere la interaccion con FGFR para su funcién en la
embriogénesis’’ y, por otro, reduce la longevidad de los nematodos a través de DAF-2%°. Estos trabajos
ponen de manifiesto que proteinas como Klotho y VANG-1 son capaces de interactuar con diferentes tipos
de receptores con actividad tirosina quinasa, como FGFR y DAF-2, como hipotetizamos que hace SMA-10 con

TGFB Sma/Mab y DAF-2.

En humanos, LRIG1, LRIG2 y LRIG3 (ortdlogos de SMA-10) actuan también como moduladores tanto
positivos como negativos de receptores con actividad tirosina quinasa, como EGFR y FGFR™, de forma

analoga a la regulacion de DAF-2 por parte de SMA-10 en C. elegans que describimos en este trabajo.

Aungue la funcidon de SMA-10 como correceptor de DAF-2 parece ser analogamente posible, quisimos
descartar que el aumento de la resistencia a P. aeruginosa de los mutantes sma-10(ok2224);daf-2(e1370) no

se debiera a la interaccion de SMA-10 con la ruta TGFB Sma/Mab. Para comprobarlo, se analizé la
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sensibilidad de dbl-1(nk3);daf-2(e1370). Como ya se habia visto en otros estudios, en los que se analizaba la
sensibilidad a P. aeruginosa de dobles mutantes entre DAF-2 y proteinas moduladoras de la inmunidad de
otras rutas independientes a Insulina, como fshr-1(ok778);daf-2(e1368)**° y sek-1(km4);daf-2(e1370)**, el
doble mutante dbl-1(nk3);daf-2(e1370) fue mias sensible que daf-2(e1370) (Figura 25F). Estos datos
confirman que, en presencia de P. aeruginosa, las rutas TGFB Sma/Mab e Insulina tienen una funcién
independiente y refuerzan la idea de que el papel de SMA-10 en inmunidad frente a este patégeno depende
de la ruta de Insulina.

La sefializacion de la ruta de Insulina comprende una cascada de fosforilaciones que comienza en el

receptor DAF-2 y converge mayoritariamente en el factor de transcripcion DAF-16* 1%% 2%

. Sin embargo, los
mutantes de daf-16 no son sensibles a P. aeruginosa®® (Figura R-26A), pero, al eliminar DAF-16 en los
mutantes sma-10(ok2224), se observd que se comprometia aun mas la resistencia a P. aeruginosa de
sma-10(ok2224) (Figura R-26A). En concreto, la mayor sensibilidad de los dobles mutantes
sma-10(ok2224);daf-16(mu86) (Figura R-26A) parece indicar que los mutantes daf-16(mu86) pudieran estar
inmunocomprometidos frente a P. aeruginosa, pero esta sensibilidad no se hace patente hasta que no se
elimina otro componente involucrado en la respuesta inmune, como SMA-10. Segun nuestra hipotesis,
SMA-10 modula negativamente la actividad de DAF-2 y esta inhibicién del receptor activaria a DAF-16, que
se translocaria al nucleo para regular la expresion génica. Entre los genes que se inducirian, se encuentra el

148,230 horlo que se

propio SMA-10, ya que se ha descrito que su transcripcién se activa en ausencia de DAF-2
originaria un bucle regulatorio positivo de la ruta de Insulina. En presencia de P. aeruginosa, se activa la
sefializacion del receptor DAF-2, suprimiendo la respuesta inmune de C. elegans por parte de la via de
Insulina®. En los mutantes sma-10(0k2224) expuestos a P. aeruginosa, la falta de SMA-10 contribuiria a la
activacion de DAF-2, aumentando la sensibilidad frente a este patdgeno. Si, ademas, se elimina DAF-16,
utilizando dobles mutantes sma-10(ok2224);daf-16(mu86), el efecto de P. aeruginosa seria mds acusado, lo
cual esta en concordancia con nuestras observaciones (Figura R-26A). Adicionalmente, como SMA-10 se
expresa en el intestino® y DAF-16 es necesario en este tejido para combatir a este patégeno (a pesar de que
no se observe una respuesta neta de los mutantes daf-16(mu86) a P. aeruginosa (Figura R-26A))*, serian

necesarios ensayos de inmunidad expresando especificamente en el intestino SMA-10 y DAF-16, para

clarificar si ambas proteinas interaccionan en una misma ruta de sefializacion.

Asimismo, también estudiamos el efecto de la sobreexpresion de DAF-16 sobre la resistencia a
P. aeruginosa en los mutantes de SMA-10. Observamos que los mutantes sma-10(ok2224);daf-16(zIs356) se
comportaron como la cepa silvestre N2 frente a la infeccidn por esta bacteria, y eran mas sensibles que los
transgénicos que sobreexpresaban DAF-16 (daf-16(z/s356)). Sin embargo, no pudimos reproducir los
resultados descritos por Singh y colaboradores, que observaron que la sobreexpresion de DAF-16 en la cepa

daf-16(zIs356) confiere resistencia frente a esta P. aeruginosa™® ® (Figura R-26B). Por un lado, la
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explicacion mas razonable es que, en nuestros experimentos, DAF-16 no sea funcionalmente activo, aunque
esté sobreexpresado. Pero, por otro, como han descrito estos mismos autores, daf-16(zIs356) podria tener

un exceso de DAF-16 activo, lo que provoca una mayor susceptibilidad a infecciones por P. aeruginosa*®.

En conjunto, el efecto aditivo de los estudios de epistasis en los que se ha eliminado y sobreexpresado
DAF-16 en sma-10(ok2224) sugeriria la existencia de bifurcaciones en la ruta de Insulina por debajo de su
receptor DAF-2 (Figura D-3). La sefalizacidn a través de DAF-2 no se transmite exclusivamente a DAF-16, sino
que hay otras proteinas involucradas en la defensa frente a este patdgeno, capaces de regular la
transcripcion de forma independiente a DAF-16°" **. Evans y colaboradores observaron que, en respuesta a
la infeccidn por P. aeruginosa, se inducia a través de la ruta de Insulina, pero independientemente de
DAF-16, un conjunto de proteinas con efecto antimicrobiano®. Sin embargo, sélo propusieron algunos
factores de transcripciéon como posibles mediadores de este efecto, como ELT-2 o SKN-1*, que habria que
analizar. Ademas, se ha descrito que la ubiquitina ligasa E3 WWP-1 actua en la ruta de Insulina en paralelo a
DAF-16 en la defensa frente a toxinas que forman poros en la membrana plasmatica”. Mutantes de WWP-1
mostraron también estar inmunocomprometidos frente a P. aeruginosa®, por lo que la ausencia de SMA-10
podria estar fomentando la activacion de DAF-2 y, por consiguiente, también la regulacion negativa de

WWP-1 u otros factores de transcripcion, de forma independiente a DAF-16.

Antagonista Agonistas
deinsulina i i
de insulina

@D T

Resistencia a P. geruginosa

Figura D-3: Modelo de actuacion de SMA-10 en la ruta de Insulina. Tras la exposicion a P. aeruginosa,
SMA-10 podria servir para estabilizar la unién de péptidos antagonistas de insulina al receptor DAF-2 o
inhibir la unidon de péptidos agonistas, para inhibir a DAF-2. La inactivacion de DAF-2 fomentaria la
resistencia a este patégeno mediante mecanismos dependientes e independientes de DAF-16.

Por otro lado, un par de trabajos han mostrado que sma-10 se activa transcripcionalmente en
ausencia de DAF-2 y a través de DAF-16"® °. Nuestros resultados muestran que los niveles de sma-10 no
varian significativamente en presencia de P. aeruginosa (Figura R-24), aunque si se detecta una reduccién a

nivel de mRNA del 24%, que indicaria una tendencia al silenciamiento de sma-10 (Figura R-24A). Como la
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expresion de SMA-10 aumenta en mutantes DAF-2'%% 2%

y P. aeruginosa induce la activacién de este
receptor®, esperariamos observar una disminucién estadisticamente significativa en la expresién de sma-10.
Sin embargo, nuestros datos no estdn en concordancia con lo previamente descrito por otros grupos. Una
posible explicacién es que otras rutas, independientes a la de Insulina, estén activando la transcripcién de
SMA-10 en presencia de P. aeruginosa, lo que no nos permitiria observar cambios netos en la expresion de
sma-10 en nuestros ensayos. En este sentido, seria interesante estudiar si se induce la expresién de SMA-10

para combatir la infeccion de otros patégenos, que no tengan mecanismos de evasion a la respuesta inmune

por la ruta de Insulina, como sucede con P. aeruginosa.

Sin embargo, que no hayamos detectado diferencias en la expresion de SMA-10 en presencia de
P. aeruginosa (Figura R-24), aunque este correceptor sea necesario para combatir su infeccién (Figuras
R-22B, R-25 y R-26), no tienen por qué ser resultados contradictorios. De hecho, que una ruta de
sefializacidon o un gen sean necesarios para combatir a un patégeno, no implica necesariamente su activacion
o induccidn, al menos, durante una exposicidn corta. Como hemos observado en este trabajo, los mutantes
de TGFB Sma/Mab son mas sensibles a P. aeruginosa que los nematodos silvestres (Figuras R-22B, R-25F), sin

embargo, la presencia de este patdgeno no induce su activacion (Figura R-24A).

SMA-10 se expresa en intestino, hipodermis y faringe®. Cuando restauramos su expresion en los
mutantes sma-10(0k2224) en intestino o en hipodermis, se rescaté completamente la inmunosupresion
frente a P. aeruginosa, mientras que su expresidn en faringe sélo produjo una recuperacién parcial (Figura
R-23). La recuperacién de la resistencia por la expresion de SMA-10 en intestino o hipodermis apoya nuestra

hipdtesis de que SMA-10 interacciona con la ruta de insulina en su funcién en inmunidad, ya que tanto

72, 86, 105, 120

DAF-2 como DAF-16 se expresan en estos tejidos . Sin embargo, la recuperacién parcial de la

capacidad inmunoprotectora que se observa cuando se expresa SMA-10 en faringe parece ser independiente

72, 86, 105, 120

a esta ruta, porque ni DAF-2 ni DAF-16 parecen localizarse en este tejido . Ademas, no podemos

38, 64

obviar que SMA-10 estd compuesta en su regidn extracelular por repeticiones ricas en leucinas , por lo

gue tampoco se podria descartar que estuviera involucrada en el reconocimiento de agentes patégenos,

como proponen otros autores para proteinas con este tipo de dominios*" %% *7°,
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Los mRNAs correspondientes al ligando y receptor de la ruta de TGFB Sma/Mab de Caenorhabditis
elegans, DBL-1 y SMA-6 respectivamente, el mRNA del receptor de TGF Dauer DAF-1, asi como el del
receptor compartido por ambas rutas DAF-4, son regulados negativamente a través de sus 3’UTRs por
la familia de mir-58. De esta manera, las rutas TGFB Sma/Mab y Dauer estadn inducidas en los

mutantes de la familia de mir-58.

A pesar de que la familia de mir-58 actua como promotora del tamafio corporal de los nematodos,
también regula negativamente el tamafio mediado por TGFB Sma/Mab, al menos, a través del 3’UTR

de sma-6.

La familia de mir-58 modula positivamente la entrada en dauer de los nematodos a través de TGFf
Dauer, de tal manera que los mutantes de esta familia de miRNAs son defectivos en dauer por la

sobreexpresion de, al menos, daf-1y daf-4.

Los mutantes defectivos de la ruta TGFB Sma/Mab presentan una expresion menor de mir-58 y mir-80

en el estadio L4, que, en el caso de mir-58, se produce a nivel transcripcional.

SMA-10 es un modulador facultativo de TGFB Sma/Mab, actuando sobre los fenotipos de tamafio y
envejecimiento reproductivo. En cambio, no contribuye significativamente al fenotipo de longevidad a

través de TGFB Sma/Mab.

SMA-10 tiene un papel inmunoprotector independiente de la ruta TGFB Sma/Mab, actuando corriente
arriba del receptor de la ruta de Insulina, DAF-2. La expresion de sma-10 en intestino o hipodermis,

pero no en faringe, es capaz de reconstituir dicha funcién inmunoprotectora en mutantes de sma-10.
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ANEXO | — PARTE I: Figuras y Tablas adicionales.
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Figura A-1: La familia de mir-58 reduce la expresion de mCherry bajo el control de los 3’'UTRs de los
receptores de TGFB y del ligando DBL-1 de TGFB Sma/Mab. Se muestran imagenes representativas de los
transgénicos de N2 y mir-58f(-) que expresan el marcador de microinyeccion P, ;::GFP (GFP) y el reportero
mCherry (mCherry) bajo la regulacién de los 3’UTR silvestre (WT) y mutado (MUT) para dbl-1 (A), sma-6 (B y
C), daf-4 (D) y daf-1 (E). También se indican esquemas de las construcciones de los reporteros utilizadas
(izquierda de las fotos), en las que se indican los sitios de unién de la familia de mir-58 mediante elipses
grises (regiones silvestres) y las regiones que se han mutado mediante elipses marrones.
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Campo claro FP

mir-58f(-)
Figura A-2: Imagenes del reportero de la actividad de TGFB Sma/Mab (P;...c::GFP) en estadio L4 en

diferentes cepas. Imagenes representativas de nematodos en campo claro (izquierda), del marcador de GFP
(centro) y del reportero P;q.6::mCherry (derecha).

mir-58 3'UTR (281-259) 5f  GUGCCC-GCGGGECCEEUC-CGU 37
. FEEE o b Tl
miR-58 3' URACGGCRAUGACUUGCURGAGU 57
mir-58 3'UTR (560-581) 5/ AUGUA-UAUUGAUURUGAUUUUT 3’
IR R A
miR-58 3" URACGGCRAUGECU--UGCURGAGU 5’
mir-58 3'UTR (1159-1177) 5¢ AUGUCG-GC-GGAUCAUCUUC 3’
I A R
miR-58 3' UAACGGCAUGECUUGCURGRAGU 5°

Figura A-3: Alineamiento de tres regiones del 3’"UTR de mir-58 consigo mismo. En sombreado amarillo se
muestra el anillamiento de la regién “seed” de miR-58 con su 3’'UTR.
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N2

mir-58(n4640)

Figura A-4: Imagenes del reportero de células precursoras de los nicleos hipodérmicos (Pscy::GFP) en
adultos de diferentes cepas. Se muestran imdagenes representativas en campo claro (izquierda) y de GFP
(derecha) de transgénicos de la cepa silvestre N2 y transgénicos mutantes mir-58(n4640).

mir-58f{(-)

Figura A-5: Imagenes del reportero P, ,::4xNLS::GFP en N2 y mir-58f(-). Imagenes de GFP obtenidas por el
A. G. Saez.
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Figura A-6: La sobreexpresion de DAF-1 rescata el fenotipo de dauer en daf-1{m213). Porcentaje de
entrada en dauer a 20 2C de cuatro lineas transgénicas de daf-1(m213) que sobreexpresan o no DAF-1 (sin
su 3’'UTR). Se muestra la media de dos experimentos independientes con su desviacion estandar. n > 358
individuos por linea transgénica.

Campo claro

Figura A-7: Imagenes del reportero P,,,.;::GFP en estadio L4 en diferentes cepas. Se muestran imagenes

representativas en campo claro (izquierda) y de GFP de las cepas transgénicas CF1553, CF1874 y
Psoa-3::GFP;mir-58f(-).
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dbl-1(ctis40)

dbl-1(nk3) daf-4(m63)

daf-3(0k3610) daf-1lm213

Figura A-8: Imagenes de nematodos en estadio L4 con el reportero de la actividad transcripcional de
mir-58 (P.irs5::GFP). Imagenes representativas de transgénicos de la cepa silvestre N2 y de mutantes de la
ruta TGFB Sma/Mab (A) y de la ruta TGFB Dauer (B).

Figura A-9: Los mutantes sma-10(ok2224) tienen mayor actividad de la region 5’ flanqueante de /on-1.
Imagenes representativas de la actividad de Py,,.;::GFP en N2 y mutantes sma-10(ok2224).
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: valor valor

Genotipo N2 ‘ mir-58(n4p640) 4
N2 - 138
mir-81/82(nDf54) 0,546 92
mir-80(nDf53); mir-81/82(nDf54) 0,824 48
mir-80(nDf53) 0,052 < 0,001 60
mir-58(n4640) < 0,001 < 0,001 131
mir-58(n4640); mir-81/82(nDf54) < 0,001 < 0,001 52
mir-58(n4640); mir-80(nDf53) < 0,001 < 0,001 49
mir-58f{(-) < 0,001 < 0,001 53

Tabla A-1: Estadistica asociada a la Figura R-5. Se muestran las probabilidades de que los mutantes de la
familia de mir-58 y sus diferentes combinaciones se asemejen a N2 (valor p N2) o a mir-58(n4640) (valor p
mir-58) y el nimero de individuos analizados (n).

valor p
Genotipo dbl-1(nk3)°/

dbl-1(ctls40)"
N2 138
mir-58(n4640) < 0,001 131
dbl-1(ctis40) < 0,001 54
mir-58(n4640); dbl-1(ctls40) 0,216 <0,001° 41
dbl-1(nk3) < 0,001 40
mir-58(n4640); dbl-1(nk3) < 0,001 <0,001° 39

Tabla A-2: Estadistica asociada a la Figura R-7. Se muestran las probabilidades de que las diferentes cepas

se asemejen a la cepa silvestre N2 (valor p N2), a dbl-1(nk3) y a dbl-1(ctis40) (valor p dbl-1(nk3)°/
dbl-1(ctls40)b) y el nimero de individuos analizados (n).

mir-58f{(-) % reduccion L)
control

RNAi control 109

RNAi daf-4 4% < 0,001 30

RNAi sma-10 5% < 0,001 50

RNAi sma-6 23% < 0,001 73

Tabla A-3: Estadistica asociada a la Figura R-8. Se muestran los porcentajes de reduccidon de cada
tratamiento de RNAI respecto al control, las probabilidades de que los diferentes tratamientos de RNAi

tengan el mismo efecto sobre mir-58f(-) que el vector control (valor p control) y el nimero de individuos
analizados (n).
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Longitud valor p
Genotipo Relativa dbl-1(nk3)’/ n
aN2 eat-2(ad465)°
N2 100% 84
sma-10(ok2224) 73% < 0,001 77
dbl-1(nk3) 65%  <0,001 55
sma-10(ok2224);dbl-1(nk3) 63%  <0,001 0,053° 54
eat-2(ad465) 72% < 0,001 20
sma-10(ok2224);eat-2(ad465) 50% < 0,001 <0,001° 20

Tabla A-4: Estadistica asociada a la Figura R-17. Se muestra la longitud de cada genotipo en relacidon a la
cepa silvestre N2, las probabilidades de que el tamafio de las diferentes cepas no sea significativamente
diferente al de N2 (valor p N2), al de dbl-1(nk3) y al de eat-2(ad465) (valor p dbl-l(nk3)a/eat-2(ad465)b), v
numero de individuos analizados (n).

Genotipo Ploidia (C) valor p n
\p

N2 10,2 6

sma-10(ok2224) 8,7 <0,001 15

dbl-1(nk3) 7,4 <0,001 7

sma-10(0k2224);dbl-1(nk3) 7,8 <0,001 12

Tabla A-5: Estadistica asociada a la Figura R-18A. Se muestra la media de la ploidia de cada cepa, la
probabilidad de que las cepas tengan la misma ploidia que N2 (valor p N2) y el nimero de individuos
analizados (n).

Cepa Vida media valor p valor p
(horas) sma-10(ok2224) N2

N2 116 24
sma-10(0k2224) 70 - <0,001 60
sma-10(0k2224);P,,,,.,::sma-10 77 < 0,001 <0,001 55
sma-10(0k2224);P,,.,::sma-10 122 < 0,001 0,081 58
sma-10(ok2224);P,,, ;::sma-10 116 < 0,001 0,884 60
sma-10(0k2224);P,q.10::sma-10 116 < 0,001 0,336 47

Tabla A-6: Estadistica asociada a la Figura R-23. Se muestra la vida media de cada transgénico, la
probabilidad de que la curva de supervivencia sea parecida a sma-10(0k2224) (valor p sma-10(0k2224)) o a
N2 (valor p N2) y el nimero de individuos analizados (n).

Vida media valorp valor p "

(horas) \p] sma-10(ok2224)
N2 93 40
sma-10(ok2224) 69 < 0,001 40
tol-1(nr2033) 94,5 0,910 40
sma-10(ok2224);tol-1(nr2033) 67 < 0,001 0,286 40

Tabla A-7: Estadistica asociada a la Figura R-25A. Se muestra la vida media de cada cepa, la probabilidad de
que la curva de supervivencia sea parecida a N2 (valor p N2) o a sma-10(ok2224) (valor p sma-10(0k2224)) y
el nimero de individuos analizados (n).
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Vida media valorp valor p
(horas) N2 fshr-1(ok778)
sma-10(ok2224) 69 < 0,001 40
fshr-1(ok778) 42 < 0,001 40
sma-10(ok2224);fshr-1(ok778) 17 < 0,001 < 0,001 40

Tabla A-8: Estadistica asociada a la Figura R-25B. Se muestra la vida media de cada cepa, la probabilidad de
que la curva de supervivencia sea parecida a N2 (valor p N2) o a fshr-1(ok778) (valor p fshr-1(ok778)) y el
numero de individuos analizados (n).

Vida media valorp valor p

Cepa (horas) N2 sek-1(km4)

N2 115 40
sma-10(0k2224) 91 < 0,001 40
sek-1(km4) 48,5 < 0,001 40
sma-10(0k2224);sek-1(km4) 42 < 0,001 < 0,001 40

Tabla A-9: Estadistica asociada a la Figura R-25C. Se muestra la vida media de cada cepa, la probabilidad de
que la curva de supervivencia sea parecida a N2 (valor p N2) o a sek-1(km4) (valor p sek-1(km4)) y el niUmero
de individuos analizados (n).

o Vida media valorp valor p

(horas) \pJ bar-1(ga80)
N2 117 40
sma-10(0k2224) 73 < 0,001 40
bar-1(ga80) 70 < 0,001 40
sma-10(ok2224);bar-1(ga80) 21 < 0,001 < 0,001 40

Tabla A-10: Estadistica asociada a la Figura R-25D. Se muestra la vida media de cada cepa, la probabilidad
de que la curva de supervivencia sea parecida a N2 (valor p N2) o a bar-1(ga80) (valor p bar-1(ga80)) y el
numero de individuos analizados (n).

Cepa Vida media valorp valor p

(horas) \pJ daf-2(e1370)
N2 90 40
sma-10(0k2224) 68 <0,001 40
daf-2(e1370) 140 < 0,001 40
sma-10(ok2224);daf-2(e1370) 135 < 0,001 0,893 40

Tabla A-11: Estadistica asociada a la Figura R-25E. Se muestra la vida media de cada cepa, la probabilidad
de que la curva de supervivencia sea parecida a N2 (valor p N2) o a daf-2(e1370) (valor p daf-2(e1370)) y el
numero de individuos analizados (n).
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Vida media valor p valor p
(horas) \p daf-2(e1370)
N2 91,5 40
dbl-1(nk3) 67 <0,001 <0,001 40
daf-2(e1370) 164 < 0,001 40
dbl-1(nk3);daf-2(e1370) 95,5 0,980 < 0,001 40

Tabla A-12: Estadistica asociada a la Figura R-25F. Se muestra la vida media de cada cepa, la probabilidad
de que la curva de supervivencia sea parecida a N2 (valor p N2) o a daf-2(e1370) (valor p daf-2(e1370)) y el
numero de individuos analizados (n).

Cepa Vida media valorp valor p .
(horas) N2 sma-10(ok2224)

N2 115 40

sma-10(0k2224) 91 < 0,001 40

daf-16(mu86) 115 0,597 40

sma-10(0k2224);daf-16(mu86) 67 < 0,001 0,003 40

Tabla A-13: Estadistica asociada a la Figura R-26A. Se muestra la vida media de cada cepa, la probabilidad
de que la curva de supervivencia sea parecida a N2 (valor p N2) o a sma-10(ok2224) (valor p
sma-10(ok2224)) y el nimero de individuos analizados (n).

Cepa Vida media valorp valor p n
(horas) N2 daf-16(zls356)

N2 90 75

sma-10(0k2224) 70 < 0,001 75

daf-16(zIs356) 94 0,037 78

sma-10(ok2224); daf-16(zIs356) 73,5 0,084 < 0,001 76

Tabla A-14: Estadistica asociada a la Figura R-26B. Se muestra la vida media de cada cepa, la probabilidad
de que la curva de supervivencia sea parecida a N2 (valor p N2) o la cepa transgénica daf-16(z/s356) (valor p
daf-16(zIs356)) y el nUmero de individuos analizados (n).
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ANEXO I — PARTE II: Alineamiento de la familia de mir-58 con los 3’'UTRs de los genes candidatos.

Se muestran los alineamientos de las regiones de los 3’'UTRs con las que interaccionan los
diferentes miembros de la familia de mir-58. En amarillo se ha resaltado la region de ambas
moléculas correspondiente a la union de la regidén “seed”. En rojo se han sefialado los nucleétidos

gue se han mutado en los ensayos de las Figuras R-2, R-3 y R-9.

1. Unidén de la familia de mir-58 al 3’UTR de dbl-1

dbl-1 3’UTR (392 - 413) 5' AAAUUCAAAAUAUU---UGAUCUCA 37
[ ] []:] H NN
miR-58 3! UAA-CGGCAUGACUUGCUAGAGU 5’
dbl-1 3'UTR (392 - 413) 5 AAAUUCAAAAUAUUUGAUCUCA 3’
[P [T
miR-80 3' AGCCGAAAG-UUGAU-UACUAGAGU 5’
dbl-1 3’UTR (392 - 413) 5' A--A--AUUCAAAAU-AUUUGAUCUCA 3’
| | [ 1] [ | [T
miR-81 3' UGAUCGAAAG---UGCU--ACUAGAGU 5’
dbl-1 3’UTR (392 - 413) 5' AAAUU--CAAAAUAUU----- UGAUCUCA 3’
| <] | [ 1 [T
miR-82 3' —-UGACCG----A-AAGUGCUACUAGAGU 5’
dbl-1 3’UTR (392 - 413) 50 AAAU-UCAAAAUAUUUGAUCUCA 37
[ ] [ 1] [T
miR-1834 3' AACCUAGAG--UUACCAACUAGAGA 5’

2. Union de la familia de mir-58 al 3’UTR de sma-6

sma-6 3'UTR (1 - 17) 57 CCCACUUUCU A 3’
RN RN

miR-58 3' UAACGGCAUGACUUGCUAGAGU 5’

sma-6 3'UTR (1 - 17) 57 CCCACUUUCU A 37
R

miR-80 3' AGCCGAAAGUUGAUUACUAGAGU 5’

sma-6 3'UTR (1 - 17) 57 CCCACUUUC----U A 37
| FEET FEEEET =

miR-81 3' UGAUCGAAAGUGCUACUAGAGU 5’
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sma-6 3’UTR

miR-82

sma-6 3'UTR

miR-1834

sma-6 3'UTR

miR-58

sma-6 3'UTR

miR-80

sma-6 3'UTR

miR-81

sma-6 3'UTR

miR-82

sma-6 3'UTR

miR-1834

(93

(93

(93

(93

(93

17)

17)

114)

114)

114)

114)

114)

5’

3'

3'

CCCACUUUC----UGAUCUUA 3’

| FEET NERRREY
UGACCGAAAGUGCUACUAGAGU 5’

CCCACUUUCUGAUCUUA 3’

R FEETTT:
AACCUAGAGUUACCAACUAGAGA 5’

—
G-U-CAAAAU-UUAAAGCGAUCUCU 3’

Lol Lol Tl bhrnd
UAACG--GCAUGA-CUUGCUAGAGU 5’

—
GUCAAAAUUUAA--AGCGAUCUCU 3’

I Plell Te THETT
AGCCGAAAGUUGAUUACUAGAGU 5’

—
GUCAAAAUUU-AAAGCGAUCUCU 3’

Ll FEETT
UGAUCGAAAGUGCUACUAGAGU 5’

—
GUCAAAAUUU-AAAGCGAUCUCU 3’

| LEE NEREN
UGACCGAAAGUGCUACUAGAGU 5’

—
GUCAAAAUUUAAAG--CGAUCUCU 3’

| Lol FEETTT
AACCUAGAGUUACCAACUAGAGA 5’

3. Uniodn de la familia de mir-58 al 3’UTR de daf-4

dar-4 3'UTR

miR-58

dar-4 3'UTR

miR-80

darf-4 3'UTR

miR-81

(127

(127

(127

148)

148)

148)

5 '

3'

5 '

3'

5 '

3'

—
UACGCGUCCCCUAAUGAUCUCA 3’

N A
UAACGGCA-UGACUUGCUAGAGU 5

—
UAC-GC-GUCCCCUAAUGAUCUCA 3’

Ry
A-GCCGAAAGUUGAUUACUAGAGU 57

—
UAC--GCGUCCCCUAAUGAUCUCA 3’

Lerr e
UGAUCGAAAGUG-CUACUAGAGU 5’
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daf-4 3'UTR

miR-82

dar-4 3'UTR

miR-1834

dar-4 3'UTR

miR-58

dar-4 3'UTR

miR-80

dar-4 3'UTR

miR-81

dar-4 3'UTR

miR-82

dar-4 3'UTR

miR-1834

dar-4 3'UTR

miR-58

dar-4 3'UTR

miR-80

dar-4 3'UTR

miR-81

114

(127

(127

(234

(234

(234

(234

(234

(351

(351

(351

148)

148)

255)

255)

255)

255)

255)

372)

372)

372)

5 1

3'

3'

UAC—GCGUCCCCUAAUGAUCUCA 3’

Ry
UGACCGAAAGUG-CUACUAGAGU 5’

—
UACGCG-UCCCCU-AA----UGAUCUCA 3’
Lo NN NERREN

A-AC-CUA---GAGUUACCAACUAGAGA 5'

—
UCUUCCAAAAU-CU--CUGAUCUCU 3’

AN N LR
UA-ACGG---CAUGACUUGCUAGAGU 5’

—
U---CUUCCAAAAUCU-CUGAUCUCU 3’

| R e
AGCCGAAAG--UU-GAUUACUAGAGU 5’

—
U--CUUCCAAAAUCUCUGAUCUCU 3’

R L TErrrnd
UGAUCGAAAG---U-GCUACUAGAGU 5’

—
U--CUUCCAAAAUCUCUGAUCUCU 3’

Lo L Tt
UGACCGAAAG---U-GCUACUAGAGU 5’

——
UCU---UC-CAAAAU-CUCUGAUCUCU 3’

Lol e
A-ACCUAGAG--UUACCA-ACUAGAGA 5’

UUCACUAUAUUCAUUGAUCUGU 5’

[ - O I O I N
UAA-CGGCAUGACUUGCUAGA-GU 37

UUCACUAUAUU--CAU--UGAUCUGU 5’

[ 1 I L
AGCCGAAAGUUGAUUACUAGA-GU 3’

UUCACUA--UAUUCAU--UGAUCUGU 5’

RN R
UGAUCGA-AAGUGCUACUAGA-GU 3’
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daf-4 3'UTR

miR-82

dar-4 3'UTR

miR-1834

(351 - 372)

(351 - 372)

5 '

5 |

3'

UUCACUA-UAUUCAU--UGAUCUGU 5’
[ 1] - [T

UGACCGAAAGUGCUACUAGA-GU 3”

—
UUCACUAUAUUCAUUGAUCUGU 5’

A AR
AACCUAGA-GUUACCAACUAGAGA 3’

4. Union de la familia de mir-58 al 3’UTR de daf-1

daf-1 3'UTR

miR-58

daf-1 3'UTR

miR-80

daf-1 3'UTR

miR-81

daf-1 3'UTR

miR-82

darf-1 3'UTR

miR-1834

daf-1 3'UTR

miR-58

daf-1 3'UTR

miR-80

daf-1 3'UTR

miR-81

(98 - 119)
(98 - 119)
(98 - 119)
(98 - 119)
(98 - 119)
(325 — 348)
(325 — 348)
(325 — 348)

5 1

3'

3'

3!

—
CACCCCCAUAUC-G-AUGAUCUCA 3’

| N AR
UAACGGCAU-GACUUGCUAGAGU 5’

—
C-ACCCCCAUAUC-GAUGAUCUCA 3’

Lo L st
AGCCGAAAGU-U-GAUUACUAGAGU 5’

—
CACCCCCA--UAU--CGAUGAUCUCA 3’

| N R

U---GAUCGAAAGUGCUACUAGAGU 5

—
CACCCCCAUAU--CGAUGAUCUCA 3’

I R
UGACCG-AAAGUGCUACUAGAGU 5’

—
CACCCCCAUAUCGAUGAUCUCA 3’

R
AACCU-AGAGU-UACCAACUAGAGA 5’

UUUUUUUUCUGUACCAUGAUUUCA 3’
N Fel i l=11]
UAACGGCAUGACUUGCUAGAGU 5’

UUUUUUUUCUGUACCAUGAUUUCA 37

le 2] NERREARN
AGCCGAAAGUUG-AUUACUAGAGU 5’

UUUUUUUUCUGUACCAUGAUUUCA 3’

S R AR
UGAUCGAAAGUGCUACUAGAGU 57
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daf-1 3'UTR (325 — 348)

miR-82

daf-1 3'UTR (325 — 348)

miR-1834

5 1

3!

5 |

3'

UUUUUUUUCUGUACCAUGAUUUCA 3’
S A AR
UGACCGAAAGUGCUACUAGAGU 5’

UUUUUUUUCUGUACCAUGAUUUCA 3’

[ [ ] =] RN
AACCUAGAGUUA-CCAACUAGAGA 57

5. Union de la familia de mir-58 al 3’UTR de daf-7

daf-7 3'"UTR (54 - 77)

miR-58

daf-7 3'"UTR (54 - 77)

miR-80

daf-7 3'"UTR (54 - 77)

miR-81

daf-7 3'"UTR (54 - 77)

miR-82

daf-7 3'"UTR (54 - 77)

miR-1834

daf-7 3'UTR (148 - 171)

miR-58

daf-7 3'UTR (148 - 171)

miR-80

daf-7 3'UTR (148 - 171)

miR-81

116

5/

3'

5/

3'

5/

3'

5/

3'

3'

5’

3'

AAUGAAUCAAAAUU-CAUGAUUUCA 3’
2 AN
UAACGG-CAUGACUUGCUAGAGU 5’

AAUGAAUCAAAAUUCAUGAUUUCA 3’

: | l [ Tl
AGCCGAAAGUUGAUUACUAGAGU 57

AAUGAAUCAAAAUUCAUGAUUUCA 37

[« | | EERREERN
UGA-UCGAAAGUGCUACUAGAGU 57

AAUGAAUCAAAAUUCAUGAUUUCA 37

| : l ERREERN
UGA-CCGAAAGUGCUACUAGAGU 57

AAUGAAUCAAAAUUCAUGAUUUCA 37

AR NERENN
AACCUAGAGUUACCAACUAGAGA 5’

—
GGAGCUUCUCUUCUG-UCGGUCcucc 37

A
UAACGGCAUGACUUGCUAGAGU 5’

GGAGCUUCUCUUCUGUCGGUCUCC 37

[ A
AGCCGAAAGUUGAUUACUAGAGU 5’

—
GGAGCU-UCUCUUCUGUCGGUCUCC 37

R A
UGAUCGAAAGUGCUACUAGAGU 5'



ANEXO |

daf-7 3'UTR (148 - 171)

miR-82

daf-7 3'"UTR (148 - 171)

miR-1834

daf-7 3'UTR (165 - 186)

miR-58

daf-7 3'UTR (165 - 186)

miR-80

daf-7 3'UTR (165 - 186)

miR-81

daf-7 3'UTR (165 - 186)

miR-82

daf-7 3'UTR (165 - 186)

miR-1834

5/

3'

3'

GGAGCU-UCUCUUCUGUCGGUCUCC 3’
S
UGACCGAAAGUGCUACUAGAGU 5’

GGAGCUUCUCUUCUGUCGGUCUCC 3’

RN AR
AACCUAGAGUUACCAACUAGAGA 5’

—
GGUCU-CCUUUCCCU---CGAUCUCA 3’

s b LI
UA-ACGG-CA-UGACUUGCUAGAGU 5’

—
GGUCUCCUUUC-CCU--CGAUCUCA 3’

el LT
AGCCGAAAGUUGAUUACUAGAGU 5’

—
GGUCU-CCUUUC-CCUCGAUCUCA 3’

R NEREEN
U-GAUCGAAAGUGCUACUAGAGU 5’

—
GGUCU-CCUUUC-CCUCGAUCUCA 3’

N R NERRRN
U-GACCGAAAGUGCUACUAGAGU 5’

—
GGUCUCCUUUCCCUCGAUCUCA 3’

R EEREEE
AACC-UAGAGUUACCAACUAGAGA 5’

6. Union de la familia de mir-58 al 3’UTR de mcm-4

mem—-4 3"UTR (28 — 49)

miR-58

mcm-4 3'UTR (28

49)

miR-80

mcm-4 3'UTR (28 — 49)

miR-81

5 Al

3!

5 \l

3'

5 \l

3'

CACUUUUUAU-CAUUGGAUCUCA 3’

L LT
UAACGGCAUGAC-UUG-CUAGAGU 5

CACUUUUUAUCAUUGGAUCUCA 3’
R A R

AGCCGAAAGUUGAUUA-CUAGAGU 5’

CACUUUUUAUCAUUGGAUCUCA 3"

N NN NENEE
UGAUCGAAAGUGCU--ACUAGAGU 5'
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mcm-4 3'UTR (28 — 49)
miR-82
mcm—-4 3'UTR (28 — 49)

miR-1834

5 |l

3!

5 |l

3'

CACUUUUUAUCAUUGGAUCUCA 3

sl | P
UGACCGAAAGUGCU--ACUAGAGU 5'

CACUU--UUUAUC-AU--UGGAUCUCA 3’

I R
AACCUAG-AGUUACCAACUAGAGA 5’

7. Union de la familia de mir-58 al 3’UTR de cyb-1

cyb-1 3'"UTR (259 - 280)
miR-58
cyb-1 3'"UTR (259 - 280)
miR-80
cyb-1 3'"UTR (259 - 280)
miR-81
cyb-1 3'"UTR (259 - 280)
miR-82
cyb-1 3’UTR (259 - 280)

miR-1834

5 |l

3'

3'

GCCCU-CUUUUGUAUCGAUCUCG 3’

P e Pt
UAACGGCAUG---AC-UUGCUAGAGU 5’

GC-CCUCUUUUG-UAUCGAUCUCG 3’

| [ T N R I R I O I I I O
AGCCGA-AAGUUGAUUACUAGAGU 57

GCCCU--CUUUUGU-AUCGAUCUCG 3’

L bese 1 LD
U--GAUCGAAAGUGCU-ACUAGAGU 5’

GCCCU--CUUUUGU-AUCGAUCUCG 3’

| ] [T ::: | [T
U--GACCGAAAGUGCU-ACUAGAGU 5’

GCCCUCUU-UUGUAUCGAUCUCG 3’

| AR R
AAC-CUAGAGUUAC-CAACUAGAGA 5’

8. Uniodn de la familia de mir-58 al 3’UTR de cyb-2.2

cyb-2.2 3"UTR (144 - 165)
miR-58
cyb-2.2 3"UTR (144 - 165)

miR-80

118

5 Al

3'

5 \l

3'

ACCUUCGU-UUGUAUCGAUCUCA 3'

UAACGGCAUGAC-UUGCUAGAGU 5'

ACCUUCGUUUGUAUCGAUCUCA 3’
R A R

AGCCGAAAGUUGAU-UA-CUAGAGU 5'
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cyb-2.2 3'"UTR (144 - 165)
miR-81
cyb-2.2 3'"UTR (144 - 165)
miR-82
cyb-2.2 3'"UTR (144 - 165)

miR-1834

3'

ACCUUCG-UUUGUAU--CGAUCUCA 3’

A R
U-G-AUCGAAA-GUGCUACUAGAGU 5’

ACCUUCG-UUUGUAU--CGAUCUCA 3’

e N R
U-G-ACCGAAA-GUGCUACUAGAGU 5’

ACCTTCG-T-TT-GT-ATCGATCTCA 3’

AACCUAGAGUUACCAACUAGAGA 57

9. Unidn de la familia de mir-58 al 3’UTR de daf-25

daf-25 3'"UTR (1 - 22)
miR-58
daf-25 3'"UTR (1 - 22)
miR-80
daf-25 3'"UTR (1 - 22)
miR-81
daf-25 3’UTR (1 - 22)
miR-82
daf-25 3’UTR (1 - 22)

miR-1834

5 v

3'

3'

AAGUGCCGAUAUU--UCGAUCUCA 3’

i rred LI
UAACGGC-AUGACUUGCUAGAGU 5’

AAGUGCCGAUA-UU-UCGAUCUCA 3

N sl NERREN
AGC-CGAAAGUUGAUUACUAGAGU 5'

AAGUGCCGAUAUU-UCGAUCUCA 3!

| Il 2l FETTTT
UGAUCGAAAGUG-CUACUAGAGU 5’

AAGUGCCGAUAUU-UCGAUCUCA 3

| Il Bl FETTTT
UGACCGAAAGUG-CUACUAGAGU 5’

AAGUGCCGAUAUU-UCGAUCUCA 3

A
AACCUA-GAGU-UACCAACUAGAGA 5’

10. Union de la familia de mir-58 al 3’UTR de daf-16

daf-16 3'UTR (99 - 122)

miR-58

5 \l

3'

CUACACACACUCAACGAUCAUCA 3!

UAACGGCAUGACUUGCUAG-AGU 5'
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daf-16 3'UTR

miR-80

daf-16 3'UTR

miR-81

daf-16 3'UTR

miR-82

daf-16 3'UTR

miR-1834

(99

(99

122)

122)

122)

122)

5 |l

3'

CUACACACACUCAACGAUCAUCA 3"

. LEos tr rirer T
AGCCGAAAGUUGAUUACUAG-AGU 5'

CUACACACACUCAACGAUCAUCA 3!

| N
UGAUCGAAAGUGCUACUAG-AGU 5'

CUACACACACUCAACGAUCAUCA 3!

| Lol rrrr i
UGACCGAAAGUGCUACUAG-AGU 5'

CUACACACACUCAACGAUCAUCA 3"

NN NENE
AACCUAGAGUUACCAACUAG-AGA 5'

11. Unidén de la familia de mir-58 al 3’UTR de ins-1

ins-1 3’UTR

miR-58

ins-1 3’UTR

miR-80

ins-1 3’UTR

miR-81

ins-1 3’UTR

miR-82

ins-1 3’UTR

miR-1834

120

(331

(331

(331

(331

(331

352)

352)

352)

352)

352)

5 |l

3'

3'

AAU-CCAGU-UUGACCUGAUCUCA 3’

Ay
UAACGG-CAUGACU-UGCUAGAGU 5’

AAUCCAG-UUU-GAC--CUGAUCUCA 3’

R T
A-GCCGAAAGUUGAUUACUAGAGU 5’

AAUCCAG-UUUGAC-CUGAUCUCA 3’

e
U-GAUCGAAAGUGCUACUAGAGU 5’

AAUCCAG-UUUGAC-CUGAUCUCA 3’

ey
U-GACCGAAAGUGCUACUAGAGU 5’

AAUC-CAGUUUGACCUGAUCUCA 3’

LR Tl LT
AACCUAGAGUU--AC-CAACUAGAGA 57
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12. Uniodn de la familia de mir-58 al 3’UTR de ins-17

ins-17 3’"UTR

miR-58

ins-17 3’UTR

miR-80

ins-17 3’UTR

miR-81

ins-17 3’UTR

miR-82

ins-17 3’UTR

miR-1834

(142

(142

(142

(142

(142

163)

163)

163)

163)

163)

5 |l

3'

UGCU-UGUUGGGUUUAGAUCUCA 3’
N A N FETTTT
UAACGGCAUGACUU---GCUAGAGU 5’

UGCUUGUUGGGUU-UAGAUCUCA 3’

ol I e [T ]]]
AGCCGA-AAGUUGAUUACUAGAGU 57

UGCUUGUUGGGUUUA-GAUCUCA 3’

N RN
UGAUCGAAAGUGCUACUAGAGU 5’

UGCUUGUUGGGUUUA-GAUCUCA 3’

AN SRR RN
UGACCGAAAGUGCUACUAGAGU 5’

UGCUUGUUGGGUUUAGAUCUCA 3’

Ples b LEEE PP
AACCUAGAGUUA-CCAA--CUAGAGA 5’
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ANEXO | - PARTE llI
Tabla con cepas generadas en este trabajo. Se muestra la nomenclatura, genotipo y Figura/Tabla donde aparecen.

Genotipo

Referencia en tesis

ENL12.1 | daf-1(m213) IV; madEx12 [(Pgaz1::genomic daf-1::3’"UTRync.54) + PGK10 (Pyco.1::9fp::3’UTRync.54) + pHygroSfi] Figuras R-12, A-6
ENL12.2 | daf-1(m213) IV; madEx12 [(Pgaz1::genomic daf-1::3’"UTRync.54) + PGK10 (Pyco.1::9fp::3’UTRync.54) + pHygroSfi] Figuras R-12, A-6
ENL13 sma-6(wk7) Il; madEx13 [(Psyq.s::genomic sma-6::3'UTR WTa.6) + PGK10 (Pseo.1::9fp::3’UTRuncs4) + pHygroSfi] Figura R-9
ENL14 sma-6(wk7) Il; madEx14 [(Psyq.6::genomic sma-6::3’UTR MUT;q.6) + PGK10 (Psco.1::9fp::3’UTRunc.s4) + pHygroSfi] Figura R-9
mir-80(nDf53) Ill;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx13 [(Psmq.s::genomic sma-6::3'UTR WT,pq.6) + pGK10 .
ENL16.1 , . Figura R-9
(Psca-1::9fP::3'UTRunc 54) + pHygroSfi]
mir-80(nDf53) Ill;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx13 [(Psmq.s::genomic sma-6::3'UTR WT,pq.6) + pGK10 .
ENL16.2 , . Figura R-9
(Psca-1::9fP::3'UTRunc 54) + pHygroSfi]
mir-80(nDf53) Ill;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx14 [(Pyq.s::genomic sma-6::3’"UTR MUT;pq.6) + PGK10 .
ENL17.1 j . Figura R-9
(Psca-l-'-'gfp-'-'3 UTRunc—54) +pHygrOSﬁ]
mir-80(nDf53) Ill;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx14 [(Pyq.s::genomic sma-6::3'UTR MUT;pq.6) + PGK10 .
ENL17.2 , . Figura R-9
(Psca-l-'-'gfp-'-'3 UTRunc—54) +pHygrOSﬁ]
mir-80(nDf53) Ill;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx14 [(Pnq.s::genomic sma-6::3’"UTR MUT;pq.6) + PGK10 .
ENL17.3 , . Figura R-9
(Psca-l-'-'gfp-'-g UTRunc—54) +pHygroSﬁ]
ENL19 mir-58(n4640) IV; ctls40 X [ZC421(dbl-1(+)) + pTG98(sur-5::gfp)] Figura R-7; Tabla A-2
ENL20 mir-80(nDf53) Ill;daf-1(m213) mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X Tabla R-3; Figura R-14
ENL21 daf-2(e1370) mir-80(nDf53) Ill;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X Tabla R-4; Figura R-14
ENL22 madEx16 [(Pgpy.7::4xXNLS::gfp::3’UTRypc-54) + PGKI0 (Pycq.q::Gfp::3' UTRync-54) + pHygroSfi] Figura A-5
mir-80(nDf53) Ill;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx16 [(Pgpy.7::4XNLS::gfp::3’UTRypc-54) + pGK10 .
ENL23 , . Figura A-5
(Psca-l-'-'gfp::3 UTRunc—54) +pHygrOSﬁ]
ENL24.1 | madEx17 [(Psma-s::mCherry::3’UTR WT,pma.6) + PGK10 (Psco.1::9fp::3’UTRunc54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL24.2 | madEx17 [(Psmas::mCherry::3°'UTR WTpa6) + PGK10 (Psco.1::9fp::3’UTRye.54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL25.1 mlr—80(an53:) ll;mir-58(n4640) I\/{mlr-81&mlr-82(an54) X; madEx17 [(Psma-s::mCherry::3’'UTR WTg,0.6) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-1::9fp::3'UTRunc.54) + pHygroSfi]
ENL25.2 mlr—80(an53:) ll;mir-58(n4640) I\/{'mlr-81&mlr-82(an54) X; madEx17 [(Psma-s::mCherry::3’'UTR WTg,0.6) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-1::9fp::3'UTRunc.54) + pHygroSfi]
ENL26 madEx18 [(Psmas::mCherry::3’'UTR MUT a.6) + PGK10 (Pse.1::9f0::3’UTRyne54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
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mir-80(nDf53) Ill;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx18 [(Psyqg.s::mCherry::3’'UTR MUT,.6) + pGK10

ENL27 J . Figuras R-3, A-1
(Psca-l-':gfp::-? UTRunc-54) +pHygro$f/] &
ENL28.1 | madEx19 [(Pyepqa::mCherry::3’UTR WTpmag) + PGK10 (Psca.1::9f0::3' UTR ync-54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL28.2 | madEx19 [(Pyepa::mCherry::3’UTR WTpmag) + PGK10 (Pscg.1::9f0::3' UTR ync-54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL28.3 | madEx19 [(Pyepa::mCherry::3’UTR WTpmag) + PGK10 (Psco.1::9f0::3'UTR ync-54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL28.4 | madEx19 [(Pyepa::mCherry::3’UTR WTpmag) + PGK10 (Psc.1::9f0::3' UTR ync-54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL29.1 m/r-80(an53:) H1;mir-58(n4640) I\/{m/r-81&m/r-82(an54) X; madEx19 [(Pyarq::mCherry::3’'UTR WTspa.6) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-1::9fP::3'UTRunc 54) + pHygroSfi]
ENL29.2 m/r-80(an53”) H1;mir-58(n4640) I\/{m/r-81&mlr-82(an54) X; madEx19 [(Pyarq::mCherry::3’'UTR WTspa.6) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-1::9fP::3'UTRunc 54) + pHygroSfi]
ENL30.1 | madEx20 [(Pyepa::mCherry::3’UTR MUT pq.6) + PGK10 (Pscq.1::9fp::3’UTRync-54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL30.2 | madEx20 [(Pyepa::mCherry::3’UTR MUT,q.6) + PGK10 (Pscq.1::9fp::3’UTRync-54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL30.3 | madEx20 [(Pyepa::mCherry::3’UTR MUT,q.6) + PGK10 (Pscq.1::9fp::3’UTRync-54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL30.4 | madEx20 [(Pyepa::mCherry::3’UTR MUT q.6) + PGK10 (Pscq.1::9fp::3’UTRync-54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL31.1 mlr-80(an53/’) I11;mir-58(n4640) I\/{m/r-8l&mlr-82(an54) X; madEx20 [(Pgafa::mCherry::3’'UTR MUTpq.6) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-l-'-'gfp-'-'3 UTRunc—54) +pHygroSfl]
ENL31.2 mlr—80(an53”) H1;mir-58(n4640) I\/f'mlr-81&mlr-82(an54) X; madEx20 [(Pgqep.q::mCherry::3’UTR MUT,mq6) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-l-'-'gfp-'-'3 UTRunc—54) +pHygroSﬁ]
ENL31.3 mlr—80(an53”) H1;mir-58(n4640) I\/f'mlr-81&mlr-82(an54) X; madEx20 [(Pgqep.q::mCherry::3’'UTR MUT,mq6) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-l-'-'gfp-'-'3 UTRunc—54) +pHygroSﬁ]
ENL31.4 mlr—80(an53:) H1;mir-58(n4640) I\/{mlr-81&mlr-82(an54) X; madEx20 [(Pggpq::mCherry::3’UTR MUTpq.6) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-l-'-'gfp::3 UTRunc—54) +pHygrOSﬁ]
ENL32.1 | madEx21 [(Pyup.a::mCherry::3’UTR WTyur.4) + PGK10 (Poco.1::Gfp::3’UTRunc54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL32.2 | madEx21 [(Pyup.a::mCherry::3’UTR WTysr.4) + PGK10 (Pocq.1::Gfp::3’UTRunc-54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL32.3 | madEx21 [(Pyape::mCherry::3°UTR WTyar4) + PGK10 (Pscq1::0fp::3’UTRypnc-54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL33.1 mlr—80(an53:) llI;mir-58(n4640) I\/{mlr-81&mlr-82(an54) X; madEx21 [(Pyap.q::mCherry::3’'UTR WTgqpq) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-1::9fp::3'UTRunc.54) + pHygroSfi]
ENL33.2 mlr—80(an53:) llI;mir-58(n4640) I\/{'mlr-81&mlr-82(an54) X; madEx21 [(Pyap.a::mCherry::3’'UTR WTgqpq) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-1::9fp::3'UTRunc.54) + pHygroSfi]
ENL33.3 mir-80(nDf53) lll;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx21 [(Pyar.a::mCherry::3’'UTR WTgqpq) + pGK10 Figuras R-3, A-1

(Psca—l::gfp::3’UTRunc-54) + PHyngfl]
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ENL34.1 | madEx22 [(Pyep.a::mCherry::3’UTR MUT yof.4) + PGK10 (Psc.1::9fp::3’UTR ync-54) + PHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL34.2 | madEx22 [(Pyep.a::mCherry::3’UTR MUT gof.4) + PGK10 (Psc.1::9fp::3’UTR ync-54) + PHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL35.1 m/r-80(an53:) H1;mir-58(n4640) I\/{m/r-81&m/r-82(an54) X; madEx22 [(Pyarq::mCherry::3’'UTR MUT y41.4) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-1::9fP::3'UTRunc 54) + pHygroSfi]
ENL35.2 m/r-80(an53:) HI;mir-58(n4640) I\/{m/r-81&m/r-82(an54) X; madEx22 [(Pyarq::mCherry::3’'UTR MUT yq1.4) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-1::9fP::3"UTRunc 54) + pHygroSfi]
ENL36.1 | madEx23 [(Pgp.i::mCherry::3’UTR WT 1) + PGK10 (Pseo.1::9fp::3’UTRne.54) + PHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL36.2 | madEx23 [(Pgp.i::mCherry::3’UTR WTap1.1) + PGK10 (Pseo.1::9fp::3’UTRne.54) + PHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL37.1 m/r-80(an53”) H1;mir-58(n4640) I\/{m/r-81&mlr-82(an54) X; madEx23 [(Pgp..::mCherry::3’UTR WT 1) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-1::9fP::3'UTRunc 54) + pHygroSfi]
ENL37.2 m/r-80(an53/’) H1;mir-58(n4640) I\/{m/r-81&mlr-82(an54) X; madEx23 [(Pgp.1::mCherry::3’UTR WTgp.1) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-l-'-'gfp-'-'3 UTRunc—54) +pHygrOSﬁ]
ENL75 madEx24 [(Pgp.:::mCherry::3’'UTR MUT gp.1) + PGK10 (Pseo.1::9fp::3’UTRunc54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL39 mlr-80(an53/’) H1;mir-58(n4640) I\/{m/r-81&mlr-82(an54) X; madEx24 [(Pgp..::mCherry::3’UTR MUT4,..1) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-l-'-'gfp-'-'3 UTRunc—54) +pHygrOSﬁ]
ENL40.1 | madEx25 [(Pyap1::mCherry::3'UTR WTar1) + pGK10 (Psq1::0fp::3’UTRypc-54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL40.2 | madEx25 [(Pyap1::mCherry::3’UTR WTaz1) + pGK10 (Psq1::0fp::3’UTRypc-54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENLAL1 mlr—80(an53”) HI;mir-58(n4640) I\/f'mlr-81&mlr-82(an54) X; madEx25 [(Pyqpq::mCherry::3’'UTR WTyq1) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-l-'-'gfp-'-g UTRunc—54) +pHygroSﬁ]
ENLAL.2 mlr—80(an53”) HI;mir-58(n4640) I\/{mlr-81&mlr-82(an54) X; madEx25 [(Pyqpq::mCherry::3’'UTR WTyq1) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-l-'-'gfp::3 UTRunc—54) +pHygrOSﬁ]
ENL42.1 | madEx26 [(Pyapi::mCherry::3'UTR MUT41.1) + PGK10 (Pycoq::Gfp::3’UTR nc.s54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENL42.2 | madEx26 [(Pyapi::mCherry::3'UTR MUT41.1) + PGK10 (Pycoq::Gfp::3’UTR nc.s54) + pHygroSfi] Figuras R-3, A-1
ENLA3.1 mlr—80(an53”) HI;mir-58(n4640) I\/{mlr-81&mlr-82(an54) X; madEx26 [(Pggrq::mCherry::3’UTR MUT gqz1) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-l-'-'gfp::3 UTRunc—54) +pHygrOSﬁ]
ENL43.2 mlr—80(an53:) llI;mir-58(n4640) I\/{mlr-81&mlr-82(an54) X; madEx26 [(Pyep1::mCherry::3’'UTR MUTy4z.1) + pGK10 Figuras R-3, A-1
(Psca-1::9fP::3"UTRync.54) + pHygroSfi]
ENL44 madEx27 [(Psmas::mCherry::3’UTRnc.54) + PGK10 (Psey.1::gfp::3’"UTR pes4) + pHygroSfi] Figuras R-6, A-2
mir-80(nDf53) Ill;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx27 [(Psmne-c::mCherry::3’'UTR n..54) + pGK10 .
ENL45 J . Figuras R-6, A-2
(Psca-l::gfp::‘g UTRunc-54) +PHygr05fl] g
ENL46 dbl-1(nk3) V; madEx27 [(Psya.::mCherry::3’"UTR ync.54) + PGK10 (Psey.1::9fp::3’UTRync.54) + PHygroSfi] Figuras R-6, A-2
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ctls40 X [ZC421(dbl-1(+)) + pTG98(sur-5::9fp)]; madEx27 [(Psma-c::mCherry::3’UTR nc.54) + PGK10 (Pscq.1::9f0::3'UTRypc54) +

ENL47 pHygroSfi] Figuras R-6, A-2
ENL48 mir-80(nDf53) lll;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; mis27 [(Pqz.5::9fp::daf-8) + rol-6(su1006)] Figura R-11
ENL76 EUBO0032 (Pi.5s::9fp); dbl-1(nk3) V Figuras R-16, A-8
ENL77 EUBO0032 (P,,ir.55::9fp); sma-10(ok2224) IV Figura R-16
ENL78 EUBO0032 (P,i.55::9fp); daf-4(m63) Il Figuras R-16, A-8
ENL79 EUB0032 (P,i-ss::9fp); madEx28 [WRMO0624CB02 + p374 (Piy.3::mCherry::3’"UTR c.54) + pHygroSfi] Figuras R-16, A-8
ENLSO EUBO0032 (P,ir.58::9fp); madEx29 [p374 (Pyy.3::mCherry::3’UTRnc54) + pHygroSfi] Figura R-16
eyfn-2” . Figuras R-9, R-12;
ENL81.1 | madEx30 [pGK10 (Pscy.1::9fp::3’UTRunc.54) + pHygroSfi] Tablas R-2, R-5, A-6
eyfn-2” . Figuras R-9, R-12;
ENL81.2 | madEx30 [pGK10 (Psey.1::9fp::3’UTRunc54) + pHygroSfi] Tablas R-2, R-5, A-6
ENL82.1 | sma-6(wk7) Il; madEx30 [pGK10 (Pscy.1::9fp::3’UTRunc54) + pHygroSfi] Figura R-9
ENL82.2 | sma-6(wk7) Il; madEx30 [pGK10 (Pscy.1::9fp::3’UTRuncs4) + pHygroSfi] Figura R-9
ENL83.1 | daf-1(m213) IV; madEx30 [pGK10 (Pscq.1::9fp::3’"UTRync54) + pHygroSfi] Figura R-12, A-6
ENL83.2 | daf-1(m213) IV; madEx30 [pGK10 (Pscq.1::9fp::3’"UTRync54) + pHygroSfi] Figura R-12, A-6
ENL85.1 | mir-80(nDf53) Ill;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx30 [pGK10 (Pscq.1::9fp::3’UTRunc54) + pHygroSfi] 'T'EI;JI: I;—_92, R-5
ENL85.2 | mir-80(nDf53) Iil;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx30 [pGK10 (Psey.1::9f0::3'UTRunc.54) + pHygroSfil ?‘_i;’l : i’_i; fs
ENL87 daf-3(0k3610) X; mis27 [(Pgqzs::afp::daf-8) + rol-6(su1006)] Figura R-11
ENL88 | EUB0032 (P,,.ss::GFP); daf-3(0k3610) X Figuras R-16, A-8
ENL89 | EUB0032 (P,,;.ss::GFP); daf-1(m213) IV Figuras R-16, A-8
ENL90 mir-80(nDf53) Ill; mir-58(n4640) IV Figura R-5; Tabla A-1
ENL91 mir-80(nDf53) Ill; mir-81&mir-82(nDf54) X Figura R-5; Tabla A-1
ENL92 mir-58(n4640) IV; mir-81&mir-82(nDf54) X Figura R-5; Tabla A-1
ENL93 mir-58(n4640) IV; dbl-1(nk3) V Figura R-7; Tabla A-2
ENL94 mir-80(nDf53) llI;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; mis84 [pAD76 (Psod-3::GFP) + rol-6] Figuras R-13, A-7
ENL104 mir-58(n4640) IV; Pscy::gfpo Figura A-4
ENL10S mir-80(nDf53) Ill;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx35 [pCR2.1(mir-58++); pGK10 (Pscy.1::9fp::3’"UTRync54); Tablas R-2, R-5

pHygroSfi)]
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mir-80(nDf53) Ill;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx36 [pCR2.1(mir-80++); pGK10 (Psy.1::9fp::3’"UTRync-54);
ENL106 i Tabla R-2

pHygroSfi)]
ENL107 m/r-80(nE.Jf53) H1;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx37 [(Ppir.ss::premir-58); pGK10 (Psey.1::9fp::3’UTRunc.54); Tablas R-2, R-5

pHygroSfi)]

mir-80(nDf53) Ill;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx38 [(Pi..so::premir-58); pGK10 (Pscy.1::9fp::3’"UTRync-54);
ENL108 . Tabla R-2

pHygroSfi)]

mir-80(nDf53) lll;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx39 [(P,y.2s::premir-58); pGK10 (Pscq.1::9fP::3’UTRunc.54);
ENL109 . Tabla R-2

pHygrosfi)l
ENL110 m1r-80(n£?f53) 1l;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx40 [(Pyes.1::premir-58); pGK10 (Pyeq.1::9fp::3’UTRunc.54); Tablas R-2, R-5

pHygroSfi)l
ENL111 m1r-80(n£?f53) 1l;mir-58(n4640) IV;mir-81&mir-82(nDf54) X; madEx41 [(Pgp,.7::premir-58); pGK10 (Pscy.1::9fp::3'UTRync-54); Tablas R-2, R-5

pHygroSfi)l

Figuras R-17 — R-26;
ENL95 sma-10(ok2224) IV retrocruzada x6 Tablas A-4, A5
. Figuras R-17 —R-22;

ENL59 sma-10(ok2224) IV; dbl-1(nu3) V Tablas A-4, A5
ENL62 daf-16(mu86) I; sma-10(ok2224) IV Figura R-26; Tabla A-13
ENL64 sma-10(ok2224) IV; fshr-1(ok778) V Figura R-25; Tabla A-8
ENL65 sma-10(ok2224) IV; sek-1(km4) X Figura R-25; Tabla A-9
ENL66 eat-2(ad465) Il; sma-10(0k2224) IV Figura R-17; Tabla A-4
ENL6S sma-10(ok2224) IV; zIs356 IV [Pygz.16::daf-16a/b::gfp + rol-6] Figura R-26; Tabla A-14
ENL69 tol-1(nr2033) I; sma-10(ok2224) IV Figura R-25; Tabla A-7
ENL70 daf-2(e1370) lll; sma-10(ok2224) IV Figura R-25; Tabla A-11
ENL71 | daf-2(e1370) lll; dbl-1(nk3) V Figura R-25; Tabla A-12
ENL96.1 | sma-10(0k2224) IV; madEx30 [pGK10 (Pscq.1::9fp::3’UTRye.54) + pHygroSfi] Figura R-23; Tabla A-6
ENL96.2 | sma-10(0k2224) IV; madEx30 [pGK10 (Pscq.1::9fp::3’UTRye.54) + pHygroSfi] Figura R-23; Tabla A-6
ENL98.1 | sma-10(ok2224) IV; madEx31 [(Ppy..o::genomic sma-10::3"UTRsma-10) + PGK10 (Pscq-1::9fp::3’UTRync.54) + pHygroSfi] Figura R-23; Tabla A-6
ENL98.2 | sma-10(ok2224) IV; madEx31 [(Ppy..o::genomic sma-10::3"UTRsma-10) + PGK10 (Pscq-1::9fp::3’UTRync.54) + pHygroSfi] Figura R-23; Tabla A-6
ENL98.3 | sma-10(ok2224) IV; madEx31 [(Ppyo.o::genomic sma-10::3"UTRsma-10) + PGK10 (Pscq-1::9fp::3’UTRync.54) + pHygroSfi] Figura R-23; Tabla A-6
ENL99 sma-10(ok2224) IV; madEx32 [(Pp,.7::genomic sma-10::3"UTRmq-10) + PGK10 (Pscq.1::9fp::3’UTR ync-54) + pHygroSfi] Figura R-23; Tabla A-6
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ENL100.1 | sma-10(ok2224) IV; madEx33 [(Pyy.3::genomic sma-10::3"UTRma.10) + PGK10 (Pseo.1::9fp::3’UTRunc.54) + pHygroSfi] Figura R-23; Tabla A-6

ENL100.2 | sma-10(ok2224) IV; madEx33 [(Pyy.3::genomic sma-10::3"UTRma.10) + PGK10 (Pseo.1::9fp::3’UTRunc.54) + pHygroSfi] Figura R-23; Tabla A-6

ENL101.1 | sma-10(ok2224) IV; madEx34 [(Psyna-10::genomic sma-10::3"UTRyq.10) + PGK10 (Pseo.1::9fp::3’UTRne.54) + PHygroSfi] Figura R-23; Tabla A-6

ENL101.2 | sma-10(ok2224) IV; madEx34 [(Psya-10::genomic sma-10::3"UTRyq.10) + PGK10 (Pseo.1::9fp::3’UTRne.54) + PHygroSfi] Figura R-23; Tabla A-6

ENL101.3 | sma-10(ok2224) IV; madEx34 [(Psya-10::genomic sma-10::3"UTRq.10) + PGK10 (Pseo.1::9fp::3’UTRne.54) + PHygroSfi] Figura R-23; Tabla A-6
ENL102 | sma-10 (0k2224) IV; Py,.1::9fP Figuras R-18, A-9
ENL103 | sma-10 (0k2224) IV; bar-1(ga80) X Figura R-25; Tabla A-10

ENL114.1 | madEx44 [(Peme-10::9fP::3’UTRunc.54) + pPD185.114 (Ppyyo.3::1fp::3’UTR)er.g58) + pHygroSfi] Figura R-22

ENL114.2 | madEx44 [(Pema-10::9fP::3’"UTRunc.54) + pPD185.114 (Ppyyo.3::1fp::3’UTR er.g58) + pHygroSfi] Figura R-22

ENL114.3 | madEx44 [(Pema-10::9fP::3’"UTRunc.54) + pPD185.114 (Ppyyo.3::1fp::3'UTR er.858) + pHygroSfi] Figura R-22

ENL114.4 | madEx44 [(Pema-10::9fp::3’"UTRunc.54) + pPD185.114 (Ppyyo.3::1fp::3’UTR er.858) + pHygroSfi] Figura R-22
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