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RESUMEN

Las células germinales son las portadoras de la informacidn genética en los organismos
multicelulares. En algunos animales estas células son determinadas por componentes
citoplasmaticos presentes en los ovocitos. Estos componentes citoplasmasticos se
conocen como granulos polares en Drosophila o granulos P en el C. elegans. Entre los
componentes de los granulos polares mejor caracterizados esta la proteina Vasa, una
helicasa de RNA perteneciente a la familia DEAD. Vasa es esencial para la
especificacion y funcion de las células germinales en varios organismos. Belle es la
helicasa de RNA mas parecida a Vasa en el genoma de Drosophila y su funcién es
importante para la linea germinal. En C. elegans el homdélogo de vasa y belle es vbh-1
(por sus siglas en inglés: vasa-belle like RNA helicase), cuya funcidn es importante para
la linea germinal. La falta de vbh-1 provoca letalidad embrionaria e infertilidad en
animales machos y hermafroditas. VBH-1 es importante para la espermatogénesis y en
su ausencia los hermafroditas producen muy pocos espermatozoides e incluso pueden
llegar a ser incapaces de formarlos. Con el proposito de elucidar la funcion que tiene
VBH-1 en las células germinales, Ilevamos a cabo un ensayo de dos hibridos en el que
aislamos proteinas que interaccionan fisicamente con VBH-1. Encontramos tres
proteinas que interaccionan con VBH-1 y las denominamos VIP (por sus siglas en
inglés: VBH-1 interacting protein). Las proteinas VIP-1 y VIP-2 presentan motivos de
uniébn a RNA mientras que la proteina VIP-3 tiene una funcion desconocida.
Analizamos la funcién de VIP-2 por medio de RNAI y encontramos que al igual que
VBH-1, VIP-2 es importante para el desarrollo de las células germinales. VIP-2
participa en la fertilidad de los animales particularmente en la regulacion del cambio de
espermatogénesis a ovogénesis. Encontramos que VIP-2 no es necesaria para la
localizacion y expresion de VBH-1 en las celulas germinales. Nuestros resultados
sugieren que la interaccion de VBH-1 con VIP-2 es importante en el funcionamiento de

las células germinales del C. elegans.



INTRODUCCION

Un organismo pluricelular es un conjunto ordenado de células que contienen el mismo
genoma, pero que presentan especializaciones distintas. La estructura final puede ser
enormemente compleja, pero se genera por un limitado repertorio de actividades
celulares. Las células crecen, se dividen y mueren. Forman uniones mecanicas y
generan fuerzas para sus desplazamientos y movimientos. Se diferencian mediante la
expresion o inhibicion de determinados grupos de proteinas. Producen sefiales
moleculares que afectan a las células vecinas y a su vez responden a sefiales que las
células vecinas envian. EI genoma repetido de forma idéntica en todas las células,
define las reglas segun las cuales las diferentes actividades celulares posibles entraran
en juego. Mediante este proceso, en cada célula se establecen las directrices que
conduciran al complicado proceso del desarrollo pluricelular por el cual se genera un
organismo adulto a partir de un huevo fecundado. Todos los organismos pluricelulares
pasan esta informacion genética de padres a hijos a través de las células germinales, las
cuales se separan de las células somaticas en el desarrollo temprano para dar origen a
los gametos adultos. Para tratar de entender como se llevan a cabo estos procesos, la
Biologia del Desarrollo utiliza animales como modelos de estudio, entre los que se
encuentran por mencionar algunos: el nematodo (Caenorhabditis elegans), la mosca de
la fruta (Drosophila melanogaster), el pez cebra (Danio rerio), la rana (Xenopus laevis)

y el ratén (Mus musculus).

El C. elegans como un sistema experimental

En 1965, Sydney Brenner propuso al nematodo Caenorhabditis elegans como un
organismo modelo para hacer estudios de Biologia del Desarrollo y Neurociencias.
Dentro de los principales atributos del C. elegans como un sistema experimental se
encuentran: su transparencia, su simplicidad, el tener un ciclo de vida corto, un tamafio
pequefio, presentar una alta produccon de embriones (250-300) lo cual facilita los
analisis genéticos, poseer un genoma pequefio y ser de facil cultivo en el laboratorio
(Wood, 1988) (Fig. 1).
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g. 1. Anatomia del C. elegans. En la figura superior se observa un dibujo del animal hermafrodita adulto
en donde se indican las estructuras que lo componen. En la figura inferior se muestra una fotografia de

microscopia tipo Nomarski en donde se puede apreciar la transparencia del animal.

El C. elegans es un nematodo de vida libre, cominmente encontrado en la arena de
lugares templados en varias partes del mundo. Se alimenta principalmente de bacterias y
se reproduce con un ciclo de vida corto de tan s6lo 3 dias y en condiciones éptimas
puede vivir hasta tres semanas. El C. elegans es de facil mantenimiento en el
laboratorio, donde puede crecer sobre placas de agar o en cultivos liquidos empleando
Escherichia coli como fuente de alimento. Los animales son facilmente observados y
manipulados con la ayuda de un microscopio de diseccion. Debido a que los animales
son transparentes a lo largo de todo su ciclo de vida, su desarrollo puede ser observado
en animales vivos por medio de microscopia de luz tipo Nomarski. Ademas se pueden
obtener mutantes facilmente empleando mutagénesis dirigida, agentes mutagenicos

quimicos o radiacién ionizante (Wood, 1988).

El C. elegans presenta dos sexos: hermafrodita y macho, ambos de tan s6lo 1 mm de
longitud pero diferentes en apariencia cuando son adultos. Los hermafroditas producen
ovocitos y espermatozoides y se reproducen por autofecundacién o por fecundacion
cruzada tras la transferencia de espermatozoides de un macho a traves de la copula. La
autofecundacion puede producir una progenie homocigota, esto facilita la utilizacion del

C. elegans como un organismo adecuado para los estudios genéticos (Alberts, 2002).

En general, los diversos estudios que se llevan a cabo con este organismo se realizan

con poblaciones de hermafroditas de los cuales hay una mayor proporcion que de



machos. Los machos aparecen espontdneamente dentro de poblaciones de
hermafroditas. La frecuencia de aparicion de machos en una poblacion normal es de 1
por cada 500 animales (Wood, 1988), pero a partir de cruzas se puede obtener el 50%

de machos.

La embriogénesis del C. elegans dura aproximadamente 14 horas a 20° C, en la cual el
ovocito fecundado forma por medio de divisiones celulares asimétricas 558 células que
forman un pequefio nematodo en el interior del huevo. Una vez fuera del huevo, se
producen mas divisiones que provocaran el crecimiento y la maduracion sexual del
animal a medida que pasa por cuatro estadios larvarios sucesivos (L1, L2, L3 y L4)
separados por las correspondientes mudas. Tras la Gltima muda se alcanza el estado
adulto y el nematodo hermafrodita inicia la produccién de sus propios huevos. Todo el
proceso de desarrollo, de embrion a adulto fértil, dura solamente tres dias (Alberts,
2002) (Fig. 2). Por la transparencia del nematodo se ha podido observar como las
células se dividen, migran, se diferencian y mueren en el embrion, ademas se ha podido
seguir el linaje celular desde el embridn hasta el organismo adulto. Este analisis de
linaje es més dificil de realizar en animales de mayor tamafio, en los cuales cada una de
las células ha de ser marcada en estadios tempranos para poder identificarla a ellay a su
progenie (Alberts, 2002).

El hermafrodita adulto del C. elegans tiene 959 células somaéticas y aproximadamente
2000 células germinales, mientras que el macho consta de 1031 células soméaticas mas
aproximadamente 1000 células germinales (Alberts, 2002). Se ha reconstruido célula a
célula la anatomia del nematodo mediante el estudio al microscopio electrénico de
secciones seriadas. ElI mapa corporal de éste nematodo sencillo es basicamente el
mismo que el de la mayoria de los animales superiores dado que consta de un cuerpo
alargado con una simetria bilateral compuesto por los mismos tejidos basicos (nervio,
masculo, intestino y piel) organizados segun el mismo patrén basico (boca y encefalo
en el extremo anterior, y ano en el posterior). La pared externa del cuerpo esta
compuesta de dos capas: la epidermis protectora y la capa muscular subyacente. Un
sencillo tubo de forma el intestino. Un segundo tubo, situado entre el intestino y la
pared del cuerpo, constituye la gbnada; la constitucion de su pared es a base de células

somaticas, con las células germinales en el interior de la misma (Alberts, 2002) (Fig. 1).



Ciclo de vida del C. elegans
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Fig. 2. Ciclo de vida del C. elegans. Representacion esquematica de los estadios de desarrollo del animal
a 20 °C. Las primeras divisiones del cigoto ocurren dentro del (tero, en la etapa de gastrula el embrién es
expulsado y el desarrollo embrionario continda fuera del animal adulto. Después de 14 horas de
embriogénesis eclosiona una larva L1. En ausencia de alimento esta larva es capaz de detener su
desarrollo y reiniciarlo nuevamente cuando encuentra comida. Si las condiciones ambientales son
desfavorables la larva L2 puede originar un estadio adicional conocido como larva “Dauer” capaz de
sobrevivir varios meses y continuar su desarrollo una vez que los parametros ambientales sean adecuados.
En la figura, los nimeros en parte central del circulo indican las horas aproximadas que dura cada estadio.

Modificado de: Lewin, Genes 2000 (version en linea: www. ergito.com/index.jsp; seccion: genética).

El genoma del C. elegans esta ordenado en 6 cromosomas, 5 autosémicos y uno sexual.
Los hermafroditas son diploides para los seis cromosomas (XX), mientras que los
machos lo son para los cromosomas autosémicos, presentando solo un cromosoma
sexual X (X0) (Wood, 1988). El tamafio del genoma haploide es de 8 X 10’ pares de
bases que codifican para aproximadamente 19000 genes (Wood, 1988). Se estima que
2/3 partes de los genes humanos se encuentran representados en el genoma de este
nematodo (Riddle et al., 1997).

Las células germinales



La linea germinal es un linaje de células especializadas que da origen a los ovocitos y
espermatozoides y presentan propiedades especiales debido al papel tan importante que
desempefian. Las células germinales transmiten la informacion genética a la siguiente
generacion por ello se consideran inmortales. Las células germinales en algin momento
de su vida son capaces de dar origen a todos los tejidos de un animal y por ello son
consideradas totipotenciales; al mismo tiempo tienen que diferenciarse en los gametos
especializados y se dividen por meiosis. El desarrollo de la linea germinal es de gran
interés para el estudio de la perpetuacion de las especies y la diferenciacion celular
(Saffman y Lasko, 1999).

En 1984, Owen comenzd los estudios del origen y la naturaleza de la linea germinal y
sugirio que estas células se separan de las células somaticas para contribuir al desarrollo
de un nuevo individuo. Basandose en gran parte de la observacion de estructuras
citoplasmaticas caracteristicas de las células germinales, se piensa que la continuidad de
las células germinales depende de estos factores citoplasmaticos que son heredados de
una generacion a la siguiente (Saffman y Lasko, 1999). Este citoplasma germinal es
conocido en Drosophila como granulos polares, en Xenopus laevis estas particulas son
llamadas granulos germinales, mientras que en Caenorhabditis elegans se conocen
como granulos P. Por medio de inyecciones de citoplasma germinal en la parte anterior
de embrion de Drosophila se observd que éste es suficiente y capaz de inducir la

formacion de la linea germinal en un lugar exdgeno (Wylie, 2000).

La linea germinal en el C. elegans

En C. elegans, como en varios organismos, la linea germinal es segregada de los linajes
somaticos durante la embriogénesis temprana. En el embrion del C. elegans, cinco
divisiones asimétricas producen a las seis células fundadoras conocidas como: AB, MS,
E, C, D y P,. La primera division asimétrica parte al cigoto (Py) en un blastomero
anterior de mayor tamafio denominado AB Y en el blastdmero posterior Py el cual es de
menor tamafio. La célula P; pasa por otra division asimétrica que da lugar a los
blastomeros EMS y P,. Una futura division asimetrica de EMS forma a los blastomeros
MS y E. La divisién asimétrica de P, forma a los blastomeros C y Ps. Por ultimo la
célula P3; se divide asimétricamente en los blastémeros D y P, De esta forma se

completa la formacion de las 6 células fundadoras, cuyos descendientes formaran los



diferentes tipos celulares (Sulston et al., 1983) (Fig. 3 B).
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Fig. 3. Origen embrionario de la linea germinal. A) Este esquema representa la fertilizacion del
ovocito y la segregacion de los granulos P ( representados en color amarillo) a las células precursoras de
la linea germinal durante el desarrollo embrionario. B) En las primeras divisiones asimétricas del embrién
se generan las células fundadoras de los tejidos sométicos (AB, MS, E, C, D) y la célula fundadora de la
linea germinal (P,). Las celulas Z, y Z; precursoras de la linea germinal provienen de la division del la
célula P4. Tomado de Hubbard y Greenstein. Introduction to the germ line (2005), WormBook, ed. The C.

elegans Research Community, WormBook, doi/10.1895/wormbook.1.18.1, www.wormbook.org.

La célula P4 entra al embrion durante la gastrulacion en el estadio de 28 células y se
divide simétricamente en el estadio de 100 células para formar las dos células
precursoras de la linea germinal, Z2 y Z3. Las células Z2 y Z3 se dividen en la gbnada
durante el desarrollo. Por analogia con otros sistemas, la célula P, y sus descendientes
Z2 y Z3 se conocen como las células germinales primordiales (PGCs) (Hubbard y
Greenstein, 2000). La diferenciacion de los blastomeros somaticos de los blastomeros
de la linea germinal en el C. elegans estd determinado por la presencia de granulos
electrodensos citoplasmaticos denominados granulos P, los cuales son especificos de la
linea germinal (Saffman y Lasko, 1999). Los granulos P estan presentes en las células
germinales a lo largo de todo el ciclo de vida del C. elegans. Los granulos P se
distribuyen en el ovocito y en los embriones recién fertilizados y antes de que ocurra la

primera division migran a la parte posterior del embrién. En las divisiones posteriores,



los granulos P segregaran asimétricamente de tal forma que solo se localizan en los
precursores de las células germinales. Durante la ovogénesis, los granulos P se asocian
con el nucleo (Tenenhaus et al., 1998) (Fig. 3Ay 4).

Fig. 4. Segregacion de los granulos P durante el desarrollo embrionario. Los paneles de la izquierda
son fotografias tomadas en Nomarski que muestras las primeras divisions celulares. Los paneles de la
derecha muestran la distribucion de los granulos P durante cada estadio embrionario que se presenta. Para
observar a los granulos P se utiliz6 un anticuerpo contra la proteina PGL-1, que se expresa
especificamente en estas estructuras. A) Embrion de una sola célula en donde se observan los granulos P
distribuidos asimétricamente en el citoplasma. B) Los granulos P comienzan a segregarse hacia lo que
sera el blastémero P;. C) Embrion de dos células, los granulos P se encuentran en la célula P;. D) Los
granulos P en el blastdmero P,. E) Embridn de cuatro células, los granulos P se encuentran en la célula
P.. F) Larva L1 donde muestran las céluas Z, y Zs que son las precursoras de las células germinales.
Tomado de: biology.kenyon.edu/courses/biol114/Chapl1/Chapter 11

Todas las estructuras de la génada somatica del animal hermafrodita adulto, como son
las células distales DTCs, las células de la vaina, las células de la espermateca, y el
Gtero son derivadas de las Z1 y Z4, las cuales son descendientes del blastomero MS
(Hubbard y Greenstein, 2000). En el macho adulto, la gdnada es asimétrica con un solo
brazo en forma de J, y las células Z1 y Z4 formaran las células de los vasos deferentes y
la vesicula seminal. Las células Z1 y Z4 se generan relativamente tarde durante la
embriogénesis y migran para asociarse con los precursores de la linea germinal. Los

mecanismos que guian a las células Z1 y Z4 durante su migracion hacia las células
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germinales ain no se conocen claramente (Hubbard y Greenstein, 2000). En el caso de
la diferenciacion de las células somaticas, algunos de los destinos celulares en el
embrion en estadios tempranos son especificados por dos factores de transcripcion de
origen materno: SKN-1 y PAL-1. Diversos estudios han demostrado que la
transcripcion de los genes skn-1 y pal-1 durante la embriogénesis se encuentra
reprimida en los blastomeros de la linea germinal (Bowerman et al., 1992; Bowerman et
al., 1993; Edgar et al., 2001; Hunter y Kenyon, 1996). La represion transcripcional en
los blastomeros de la linea germinal requiere de la proteina de origen materno PIE-1, la
cual es un componente de los granulos P y se encuentra presente de manera especifica

en los blastomeros de la linea germinal (Mello et al., 1992; Mello et al., 1996).

Gonadogénesis en el C. elegans

Inmediatamente después de eclosion del animal en el estadio L1, las células germinales
primordiales (Z2 y Z3) se encuentran flanqueadas por los precursores de la gonada
somatica (Z1 y Z4). Estas cuatro células estan separadas de los demas tejidos por la
lamina basal de la génada. Durante el desarrollo larvario, Z1 y Z4 se dividen para
generar 143 células somaticas en el hermafrodita y 56 células en el macho (Hubbard y
Greenstein, 2000).

Hacia la mitad del estadio L1, en el animal hermafrodita, Z1 y Z4 se dividen para
formar las células distales DTCs, las cuales se localizan en los extremos anteriores de
cada brazo de la génada. Las células distales promueven la proliferacion de las células
germinales e inhiben las meiosis. Hacia el final del estadio larvario L1, en el animal
hermafrodita se han formado 12 células somaticas descendientes de Z1y Z4 y la linea
germinal ha proliferado hasta aproximadamente 30 células. Durante L2/L3, 10 de las
células somaticas se juntan en el centro para la formar la gbnada somatica. Las células
germinales son relegadas de la parte central y son segregadas en dos poblaciones hacia
los extremos anterior y posterior para formar los dos brazos de la gbnada. Conforme
avanza el desarrollo larval, las células somaticas en el centro de la gbnada continGan
dividiendose para formar el utero y la espermateca. En el estadio L3 las regiones
anterior y posterior de la génada se elongan y en el estadio L4 el tejido gira 180 °C

formando una goénada en forma de U (Hubbard y Greenstein 2000) (Fig. 5).
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Fig. 5. Representacion esquematica del desarrollo de la gonada del hermafrodita La figura ilustra el
desarrollo post-embrionario de la génada del animal hermafrodita en los diferentes estadios. En amarillo
se ilustran las células germinales que se encuentran en mitosis, en verde palido se esquematiza la zona de
transicion (profase temprana de la meiosis 1), en verde oscuro se muestra la zona de paquiteno, en azul
oscuro se ilustran las células en espermatogénesis y en rosa las células en ovogénesis. El borde entre la
mitosis y meiosis se comienza a apreciar en la etapa L3 tardia y se indica aqui con un gradiente en color
amarillo/verde. De la gbnada somatica se muestra: las células DTC en color rojo, en azul claro se sefialan
los nlcleos de las células de la vaina, en gris las células de la espermateca y en blanco se muestra el Gtero.
Tomado de Hubbard y Greenstein. Introduction to the germ line (2005), WormBook, ed. The C. elegans
Research Community, WormBook, doi/10.1895/wormbook.1.18.1, http://www.wormbook.org.

En los machos, las células Z1 y Z4 generan 10 células durante los estadios larvales L1y
L2. De estas células somaticas, 8 células se mueven Unicamente hacia el extremo
anterior originando una estructura asimétrica. Dos células somaticas (DTCs) se
localizan en el extremo distal de la génada. La funcién de las DTCs en el macho es
promover la proliferacion de las células germinales e inhibir la meiosis, mientras que el
crecimiento de la génada esta relegado a la funcion de la célula de unién (male linker
cell). El tejido gonadal se desarrolla primero con una direccion anterior y luego

posteriormente hacia la cloaca (Wood, 1988). Durante L3 y L4 se forman las células



somaticas de la gonada, los vasos deferentes y la vesicula seminal (Hubbard y
Greenstein, 2000).

La gonada del hermafrodita adulto estd compuesta de dos tubos en forma de U que se
encuentran unidos por el utero (Hubbard y Greenstein 2000). La gonada del C. elegans
es un sincicio en el cual la poblacién de las células germinales tienen membranas
parciales. La parte distal de la génada alberga a una poblacion de células en mitosis las
cuales son totipotenciales. Una sefial proveniente de DTC mantiene a estas células en
mitosis formando lo que se conoce como nicho de células totipotenciales. Conforme las
células germinales se alejan de la célula distal la sefial se pierde y las células entran en
meiosis. Las primeras 40 células germinales de cada brazo de la génada, que entran en
meiosis se diferencian en 160 espermatozoides que se almacenan en cada una de las
espermatecas. Una vez que los espermatozoides se han formado, durante el resto del
periodo reproductivo del animal solamente se producen ovocitos. El ovocito mas
proximal madura con una sefial proveniente de los espermatozoides y con esta sefial las
células somaticas de la vaina, que cubren a la gbnada, se contraen moviendo al ovocito

hacia la espermateca en donde es fecundado y posteriormente depositado en el Utero
(Fig. 6).

La sefial de maduracion de los ovocitos es la proteina MSP (Major Sperm Protein). Una
mutacion en el carboxilo terminal de la proteina MSP es capaz de promover la
maduracion de los ovocitos, pero no la contraccion de las células de la vaina (Miller et
al., 2001). La gbénada del macho presenta un solo tubo en forma de J y durante toda su
etapa reproductiva produce Unicamente espermatozoides (Hubbard y Greenstein, 2000).
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Fig. 6. Estructura de la génada del hermafrodita adulto. La génada estd compuesta de dos tubos en
forma de U que se encuentran unidos por el Gtero. En la parte distal de la gnada se encuentran las células
totipotenciale. Una sefial proveniente de DTC mantiene a estas células en mitosis. Las células germinales
que se alejan de la célula distal entran en meiosis. Las primeras 40 células germinales de cada brazo de la
gonada, que entran en meiosis se convierten en 160 espermatozoides que se depositan en la espermateca.
Una vez que los espermatozoides se han formado, solamente se producen ovocitos durante el resto del
periodo reproductivo del hermafrodita. El ovocito mas proximal madura con una sefial proveniente de los
espermatozoides y con esta sefial las células somaticas de la vaina que cubren a la génada se contraen
moviendo al ovocito hacia la espermateca en donde es fecundado y posteriormente es despositado en el
Utero. Modificado de Mccarter et al., 1999.

Los granulos P en la linea germinal del C. elegans

Los grénulos P juegan un papel importante durante la especificacion, el mantenimiento
y el desarrollo de la linea germinal en el C. elegans. Las proteinas asociadas a los
granulos P del C. elegans son importantes para el desarrollo embrionario y el desarrollo
de la linea germinal de este nematodo (Kawasaki et al., 1998) (Fig. 4). Los granulos P
estan formados de RNAs y numerosas proteinas, la mayoria de las cuales muestran uno
0 mas motivos de uniéon a RNA (Anahita et al., 2001). En algunos estadios del
crecimiento del C. elegans, los granulos P se encuentran asociados a los poros nucleares
en la linea germinal, en donde se propone que reciben los transcritos que se desplazan

desde el nacleo hacia el citoplasma (Pitt et al., 2000) (Fig. 7).
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Fig. 7. Los granulos P en la gdnada del animal adulto. A) En este esquema se muestra un solo brazo de
la gonada en el cual se sefialan tres regiones de la gbnada adulta: la regidn distal en la cual las células
germinales se encuentran dividiendose por mitosis, la region medial en la cual las células entran en
meiosis y la region proximal que muestra a las células germinales maduras. B) Se muestra la génada de
un animal silvestre tefiida con un anticuerpo contra la proteina PGL-1, que es un componente de los
granulos P. C) Detalle de la distribucion de los granulos P alrededor del nicleo. En azul se muestran los
nacleos de las células germinales tefiidos con DAPI y en verde se detecta a PGL-1 en los granulos P.
Modificado de Pitt et al., 2000.

Proteinas componentes de los granulos P

Algunos de los componentes que en el C. elegans se encuentran asociados a los
granulos P son: las proteinas de la familia PGL con motivos RGG, las proteinas GLH -
1, -2,-3 y 4 con actividad de helicasa que pertenecen a la familia de proteinas DEAD y
que tienen alta homologia con la proteina Vasa de Drosophila, CGH-1 una helicasa de
RNA, el factor de inicio de la traduccion IFE-1, las proteinas Sm mejor conocidas por
su papel en el splicing del RNA, las proteinas PIE-1, MEX-1, POS-1, OMA-1, y OMA-
2 con motivos de dedos de zinc del tipo CCCH, MEX-3 y GLD-1 con dominios KH, y
las poliadenilasas GLD-2 y GLD-3 (Tabla 1). Los unicos componentes que se sabe
estan presenten en los granulos P durante todo el desarrollo del C. elegans son las
proteinas PGL y GLH-1, -2,-3 y 4. No se ha encontrado ninguna mutacion que resulte
en la pérdida total de los granulos P (Strome, 2005).



Tabla. 1 Proteinas presentes en los granulos P

asociado a granulos P en:

Proteinas dominios/funcion L,
embriones adultos
PGL-1 RGG Si Si
PGL-2 no no Si
PGL-3 RGG Si Si
Dominios helicasa tipo DEAD, . .
GLR-1 4 dedos Zn CCHC Sl St
Dominios helicasa tipo DEAD, . .
GLH-2 6 dedos Zn CCHC Sl !
Dominios helicasa tipo DEAD, . .
GLH-3 2 dedos Zn CCHC Sl !
Dominios helicasa tipo DEAD, . .
GLH-4 5 dedos Zn CCHC St St
CGH-1 Dominios helicasa tipo DEAD Si Si
PIE-1 2 dedos Zn CCHC Si no
MEX-1 2 dedos Zn CCHC Si si®
POS-1 2 dedos Zn CCHC si si @
OMA-1" 2 dedos Zn CCHC si si @
OMA-2° 2 dedos Zn CCHC si si @
MEX-3 2 dominios KH Si si®
GLD-1 Dominio KH; represor de i no
traduccion
(PAP) poliadenilasa
GLD-2 citoplasmatica Si no
GLD-3 Dominios tipo KH, PAP si moderado
pro;enl]nas Factores de splicing Si Si
IFE-1 Factor 4E de inicio de la desconocido ° desconocido °

traduccion

a en ovocitos

b OMA-1y OMA-2 fueron nombradas como MOE-1 y MOE-2, respectivamente, por Shimada
et al., 2002.

¢ GFP- IFE-1, bajo el promotor de pie-1, se asocia con granulos P en embriones.

La tabla presenta una lista de las proteinas identificadas
en los granulos P. En la primera columna se enlistan las
proteinas que se asocian a estas estructuras. En la
segunda columna se indican los dominios que se han
identificado en estas proteinas. En la tercera de estas



proteinas a los granulos P se presenta en el embrion, en
animales adultos o en ambos. Tabla tomada de Strome,
S. Specification of the germ line (2005), WormBook, ed.
The C. elegans Research Community, WormBook,
doi/10.1895/wormbook.1.9.1,
http://www.wormbook.org.

La proteina PGL-1 (P granules abnormality) es una proteina de unién a RNA de 730
aminoacidos que contiene en el extremo carboxilo terminal un motivo RGG
comunmente encontrado en proteinas que se unen a RNA (Kawasaki et al., 1998). PGL-
1 esta presente en los granulos P a lo largo de todos los estadios de desarrollo y es
esencial para la fertilidad del C. elegans. EI mensajero de pgl-1 estd expresado
especificamente en la linea germinal de machos y de hermafroditas. Los animales
mutantes para el gen pgl-1 son estériles debido a una reducida proliferacion de la linea
germinal y a defectos en la gametogénesis (Kawasaki et al., 1998). PGL-3 es un
componente constitutivo de los grdnulos P, mientras que PGL-2 se asocia a granulos P
en el desarrollo post-embrionario. Los hermafroditas mutantes en los genes pgl-2 y pgl-
3 muestran defectos en la proliferacion de la linea germinal, asi como en la produccion
de gametos y embriones viables (Kawasaki et al., 2004). Un ensayo de dos hibridos
demostrd que las proteinas PGL-1, PGL-2 y PGL-3 interaccionan entre ellas, sin
embargo la localizacion de cada proteina en los granulos P no depende de su
interaccion. Este estudio también reveld que PGL-1 interacciona fisicamente con el
factor de inicio de la traduccion IFE-1 (Kawasaki et al., 2004).

Las proteinas GLH -1, -2, -3 y -4 fueron las primeras proteinas identificadas en los
granulos P. Los genes glh (germline helicase), presentan alta homologia con el gen vasa
de Drosophila. Las proteinas GLH-1 a -4 contienen nueve motivos conservados
caracteristicos de las helicasas de RNA pertenecientes a la familia DEAD asi como un
extremo amino terminal rico en residuos de glicina (GFGGX,). Estas proteinas
contienen mdltiples dedos de zinc del tipo CCHC. Las proteinas GLH-1 a -4 se
encuentran presentes de manera constitutiva en los granulos P en todos los estados de

desarrollo y son redundantes para el funcionamiento de la linea germinal. Los animales
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hermafroditas RNAI en los genes glh -1 y -4 son estériles ya que muestran una

reduccion de la produccion de las células germinales (Kathleen et al., 2000).

Otra proteina asociada a los granulos P es CGH-1 (conserved germline RNA helicase).
Esta helicasa se expresa especificamente en la linea germinal durante la gametogénesis
y en los blastémeros P durante la embriogénesis temprana. La inhibicion de la expresién
de cgh-1 por RNAI resulta en la produccion de esperma no funcional y provoca la

muerte por apoptosis de los ovocitos en desarrollo (Navarro et al., 2001).

La proteina IFE-1 es una de las cinco isoformas del factor de inicio de la traduccion
elF4E que se encuentra asociado a los granulos P. Se piensa que esta asociacion es
dependiente de su interaccion con PGL-1. IFE-1 es especificamente requerido durante
la espermatogénesis a elevadas temperaturas. La asociacion de este factor a los granulos
P sugiere que estas estructuras estan involucradas en la regulacion traduccional de sus

RNA mensajeros contenidos (Anahita et al., 2001).

MEX-1 (muscle excess) es una proteina con dedos de zinc requerida para la segregacion
adecuada de los granulos P durante las primeras divisiones embrionarias. Durante la
embriogénesis, la falta de mex-1 ocasiona la localizacion anormal de PIE-1 en
blastobmeros somaticos, asi como una asociacion reducida con granulos P, ésto provoca
la pérdida de la linea germinal y una inadecuada diferenciacion del tejido somatico
(Guedes y Priess, 1997).

Las proteinas Sm son componentes del complejo snRNPs (ribonucleoproteinas
nucleares pequefias) y participan en la catalisis durante la edicion o splicing de los RNA
mensajeros (Will y Luhrmann, 2001). En levaduras las proteinas Lsm (Sm-like)
interactuan con RNA mensajeros para promover su degradacion y se requieren para el
procesamiento de RNA ribosomales y RNA de transferencia (Bouveret et al., 2000;
Tharun y Parker, 2001; Beggs et al., 2005). Trabajos recientes han mostrado que las
proteinas Sm son componentes de los granulos P. De manera especifica, la falta de estas
proteinas y no de otros factores del complejo espliceosoma, provocan defectos en la
localizacion y distribucion de los granulos P durante la embriogénesis, sugiriendo que

este proceso es independiente de su actividad de edicion de RNA mensajeros (Barbee et



al., 2002). Las proteinas Sm son necesarias para mantener la expresion de PIE-1, GLD-

1y NOS-2 en los precursores de la linea germinal (Barbee et al., 2006).

El gen pie-1 (pharynx and intestine in excess) codifica para una proteina con dos dedos
de zinc y se distribuye uniformemente en los ovocitos asi como en embriones recién
fertilizados. Los embriones mutantes para este gen no desarrollan linea germinal (Mello
et al.,, 1996). Durante la embriogénesis temprana PIE-1 se detecta sélo en los
blastomeros germinales y es degradada de los blastomeros somaticos por ubiquitinacion
(DeRenzo et al., 2003). Se ha sugerido que PIE-1 bloquea el proceso de elongacion de
la transcripcion de los RNA mensajeros en los blastdbmeros de la linea germinal
mediante la inhibicién de factores que se asocian y activan a la RNA polimerasa Il a
través de la fosforilacion de su dominio carboxilo terminal (CTD) (Seydoux y Dunn,
1997; Batchelder et al., 1999; Zhang et al., 2003). Se piensa que este silenciamiento es
necesario para suprimir la expresion de factores de diferenciacién somaticos en los

precursores de la linea germinal (Seydoux et al., 1996).

Otros componentes de los granulos P son las proteinas OMA-1, -2 y -3 que presentan
motivos de dedos de zinc CCCH. En C. elegans se han identificado tres de estos genes
oma-1, -2 y -3 relacionados funcional y estructuralmente (Shimada et al., 2002). Las
proteinas OMA-1 a -3 se acumulan de forma exclusiva en los granulos P durante la
embriogénesis y participan en la distribucion adecuada de los componentes PGL-1,
MEX-1y PIE-1 los cuales tienen un papel preponderante en la especificacion del linaje
germinal (Shimada et al., 2006). Al igual que en la embriogénesis, las proteinas OMA-1
a -3 co-localizan con los granulos P en el citoplasma de los ovocitos y participan de

manera redundante en la maduracion estos (Detwiler et al., 2001; Shimada et al., 2002).

POS-1 (posterior segregation) es otra proteina con dominios de zinc tipo CCCH y es
crucial durante la especificacion del linaje germinal. POS-1 participa en el
establecimiento de la polaridad del embrion durante la segunda fase de la division
asimétrica en las células germinales (Tabara et al., 1999).

Las proteinas GLD-1 (germline defective) y MEX-3 presentan uno y dos dominios KH
respectivamente (Jones et al., 1996; Draper et al., 1996). Estas proteinas participan en la

inhibicién de la traduccion del RNA mensajero de origen materno del gen pal-1 en la



linea germinal y en la embriogénesis temprana en la determinacion de los blastomeros
germinales (Mootz et al., 2004). GLD-1 participa en la represion de la traduccion de
varios RNA mensajeros de origen materno, mientras que el Unico blanco identificado
para MEX-3 es el RNA mensajero de pal-1. En la génada del animal adulto, GLD-1 se
localiza en el citoplasma de los ovocitos que inician la meiosis en la parte distal y
MEX-3 se encuentra en los ovocitos en diferenciacion en la parte proximal (Jones et al.,
1996; Draper et al., 1996). EI RNA mensajero de pal-1 en su extremo 3" UTR contiene
un elemento de represion para la linea germinal (GRE), a través del cual se unen GLD-1
y MEX-3, inhibiendo su traduccion. Usando gradientes de sacarosa, se ha mostrado que
el RNA mensajero de pal-1 co-sedimenta con polisomas, en base a ésto se ha sugerido
que posiblemente GLD-1 y MEX-3 inhiben la traduccion a nivel de la elongacion,
terminacién o mediante la degradacion del polipéptido naciente de este RNAm (Hunter
y Kenyon, 1996; Mootz et al., 2004).

RNAs asociados a los granulos P en las células germinales del C. elegans

Se han encontrado pocos RNAs asociados a granulos P. Los RNA mensajeros en los
granulos P hasta ahora identificados son nos-2, pos-1, mex-1, mex-3, skn-1, y gld-1.
nos-2 es uno de los tres homoélogos de nanos de Drosophila en C. elegans. Este gen
participa en la incorporacion de las PGCs en la génada somaética y actla de manera
redundante con nos-1 en la sobrevivencia y proliferacion de las células germinales
durante el desarrollo post- embrionario (Subramaniam y Seydoux, 1999). La funcion de
las proteinas de los genes pos-1, mex-1, mex-3, skn-1 y gld-1 se describid en los

parrafos anteriores.

Los seis RNA mensajeros mencionados anteriormente son de origen materno, se
localizan en los granulos P, participan en el desarrollo embrionario y post- embrionario
del linaje germinal. La mayoria de los RNA mensajeros asociados a los grénulos P
pertenecen a la clase de transcritos que son retenidos selectivamente en los blastomeros
germinales y degradados en los blastémeros somaticos (Seydoux y Fire, 1994). En los
granulos P no se han identificado RNA estructurales (5S, 5.8S, 18S, y 26S), ni tampoco
RNAs que generalmente son abundantes en las células como los de actina o tubulina
(Schisa et al., 2001). La mayoria del tiempo los granulos P se encuentran asociados a

los poros nucleares en la linea germinal y se sugiere que participan en la regulacion y



estabilizacion de los RNA mensajeros, debido a que tienen acceso a la mayoria de los

transcritos que se desplazan desde el nucleo hacia el citoplasma.

Las helicasas de RNA

La molecula de RNA es sintezada como una sola hebra lineal de nuclettidos, la cual
puede adoptar estructuras altamente ordenadas a traves del apareamiento de sus bases
entre si misma o con otras moléculas de RNA. Las helicasas de RNA son enzimas que
participan en varios procesos celulares que involucran a la molécula de RNA y catalizan
la alteracion de las estructuras formadas; dichos procesos celulares son: transcripcion,
traduccion, splicing, biogénesis de los ribosomas, estabilidad del RNA, transporte,
recambio del RNA y degradacion (Linder y Lasko, 2006; Mohamed, 2005). Trabajos
recientes sugieren que las helicasas de RNA remodelan complejos de
ribonucleoproteinas, ya sea promoviendo la interaccion entre estos o terminando dichas
interacciones (Fairman et al., 2004; Jankowsky et al., 2001). La secuencia de sus
aminoacidos se caracteriza por la presencia de un dominio de helicasa en la parte central
de la proteina (Linder et al., 1989).

Bioguimicamente las helicasas de RNA son capaces de unir e hidrolizar un nucleétido
trifosfato (NTP), principalmente el trifostato de adenosina (ATP). Esta actividad
hidrolitica es importante para su funcion (Tanner et al., 2003). Basandose en la
secuencia de su dominio helicasa, éstas proteinas se han clasificado en familias, como
son la familia DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) y DEAH (Asp-Glu-Ala-His). A diferencia de
las helicasas de DNA que participan en la replicacion, la actividad de las helicasas de la
familia DEAD no es procesiva y estd limitada al desenrrollamiento de segmentos
pequefios (Benz et al., 1999). El dominio de helicasa por si solo no es suficiente para
reconocer el RNAm blanco de manera muy especifica. Sin embargo, algunos de los
dominios de ésta proteina en las regiones amino y carboxilo tienen secuencias de unién
a RNA o de interaccion con otras proteinas que le ayudan a reconocer los RNAm a los
que se unen (Mohamed, 2005).



La proteina Vasa: una helicasa de RNA esencial para la funcion de la linea

germinal

Vasa fue una de las primeras proteinas tipo DEAD que fueron identificadas en
Drosophila (Linder et al., 1989) y se sabe que participa en la traduccion de RNAs
mensajeros especificos (Linder y Lasko, 2006). Esta proteina esta muy conservada y se
ha identificado en diferentes organismos incluyendo mamiferos, en donde participa en

el desarrollo de la linea germinal (Raz, 2000).

La funcién de Vasa se ha estudiado con mayor detalle en Drosophila donde se sabe que
participa en la ovogeénesis, la formacion de los segmentos abdominales en el embrién y
la especificacion de la linea germinal. El citoplasma germinal es conocido en
Drosophila como granulos polares (Mahowald, 1968) y entre sus componentes se
encuentran las proteinas Oskar, Vasa, Nanos, Tudor, Piwi entre otras. (Saffman y
Lasko, 1999, Heather et al., 2006) (Fig. 8).
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Fig. 8. Los granulos polares en el embrién de Drosophila. La figura muestra la localizacion posterior
de los granulos polares en un embrién de Drosophila en el ciclo 5 de desarrollo. A) En rojo se muestra la
localizacién de la proteina PIWI, un componente de los granulos polares. B) En verde se muestra la
localizacién de VASA en los granulos polares. C) Se muestra la co-localizacién de estas dos proteinas en

los granulos polares. Modificado de Heather et al., 2006.

La proteina Vasa se requiere para el ensamblaje y la funcion del citoplasma germinal.
Las mutantes en este gen tienen un inadecuado ensamblaje de los granulos polares, asi
como una ovogeénesis anormal. La progenie de moscas mutantes heterdcigas para el gen
vasa puede completar la embriogénesis debido a la herencia materna de la proteina. Sin
embargo, no expresan Vasa posteriormente en el desarrollo, y se convierten en hembras

infértiles. Por otro lado, las mutantes en vasa que carecen de esta proteina durante su



desarrollo embrionario se mueren, debido a que la linea germinal no se forma
correctamente (Hay et al., 1988; Hay et al., 1990; Lasko y Ashburner, 1990; Liang et
al., 1994).

La proteina Vasa presenta alta homologia con el factor de inicio de la traduccién elF4A,
otra proteina helicasa de la familia DEAD (Lasko y Ashburner, 1988). La actividad
helicasa de este factor traduccional es la de disociar las estructuras secundarias que se
forman en el extremo 5° de los RNA mensajeros favoreciendo la unién de éstos con los
ribosomas, regulando asi el inicio de la traduccién de mensajeros especificos (Gingras
et al., 1999). Durante el desarrollo embrionario Vasa interacciona con el factor de inicio
de la traduccion elF5B a traves de su extremo carboxilo terminal (Carrera et al., 2000;
Johnstone y Lasko, 2004). Esta interaccion regula positivamente la traduccion de varios
RNA mensajeros tales como: gurken durante la progresion de la ovogénesis; asi como
de oskar, nanos y tudor durante la especificacion de las células germinales (Breitwieser
et al., 1996; Markussen et al., 1997; Styhler et al., 1998; Saffman y Lasko, 1999).
Ademas de esta interaccion importante para su funcién, Vasa interacciona con otras
proteinas tales como Gustavus, la cual localiza a Vasa en el plasma polar y Fat Facets
que estabiliza a Vasa en esta region impidiendo su degradaciéon (Liu et al., 2003;
Styhler et al., 2002).

En ratén, el homélogo de Vasa es Mvh, cuya expresion es especifica de la linea
germinal (Leroy et al., 1989). Ratones machos mutantes homdcigos para el gen de Mvh
son capaces de formar células germinales primordiales (PGCs), sugieriendo que Vasa
no es escencial en el desarrollo de la linea germinal. Sin embargo, estos animales son
infértiles, a diferencia de las hembras que son fértiles. Esta diferencia se debe a que en
las mutantes en Mvh, la espermatogénesis se encuentra blogueada en la fase de
leptéteno y cigoteno de la meiosis y por lo tanto estas células mueren por apoptosis,
indicando con ello que este gen juega un papel para la progresion de la
espermatogénesis (Tanaka et al., 2000).

En humano, la proteina Vasa se expresa de manera abundante y especifica en el
citoplasma de las células germinales, asi como en estadios tempranos de la
embriogénesis en ambos sexos (Castrillon et al., 2000). En estudios histolégicos, se ha

observado que la proteina Vasa y su mensajero se expresan en tejidos que presentan



tumores en las células germinales. Este resultado sugiere que Vasa podria ser utilizado
como un biomarcador en el diagnéstico de tumores en estas células (Zeeman et al.,
2002).

Belle es una helicasa de RNA tipo DEAD de Drosophila. Belle muestra una alta
homologia con las proteinas Vasa de Drosophila y Ded1p de Saccharomyces cerevisiae,
la cual se sabe esta implicada en el proceso de inicio de la traduccion (Chuang et al.,
1997; De la Cruz et al., 1997). En ensayos de complementacion se ha demostrado que la
funcién de Depl puede ser sustituida por la proteina Belle sugiriendo que la funcion de
esta helicasa de RNA en la traduccién se ha conservado (Johnstone et al., 2005). En
Drosophila, la ausencia de Belle causa un retraso en el crecimiento de larvas y provoca
esterilidad en hembras y machos. Las hembras homdcigas para este gen llevan a cabo de
manera normal el inicio de la ovogénesis, sin embargo alrededor del estadio 9 se
observan defectos en este proceso y la mayoria de las camaras de huevo degeneran.
Belle co-localiza con Vasa en el plasma germinal asi como en la parte posterior del
ovocito en Drosophila (Johnstone et al., 2005). En humano el homologo de Belle es la
proteina DDX3 o DBX (Mamiya y Worman, 1999) que se encuentra codificada en el
cromosoma X. DDX3 se expresa tanto en el soma como en la linea germinal e
interacciona con proteinas de la capside del virus de la hepatitis C. La funcion de DDX3
aln no se conoce, pero se ha propuesto que la patogénesis del virus es posible gracias a
la manipulacion de la funcion de esta helicasa de RNA (Mamiya y Worman, 1999). El
homdlogo en el cromosoma Y es DBY y se expresa especificamente en la linea
germinal del macho. La funcion de DBY es crucial durante la espermatogénesis y se
cree que es el factor responsable de la esterilidad en la enfermedad azoospermia
(Foresta et al., 2000; Lahn y Page, 1997).

En el C. elegans el homologo de vasa se nombré como vbh-1 (vasa-belle like), por su
similitud con vasa (35%) Y belle (39 %) de Drosophila. La proteina VBH-1 se expresa
en la linea germinal de animales hermafroditas y machos. VBH-1 se encuentra
localizada en el citoplasma de las células germinales y es abundante en granulos P en
ambos sexos (Salinas et al., 2007). VBH-1 es esencial para la funcién de la linea
germinal en el nematodo C. elegans. Los animales hermafroditas vbh-1(RNAI) tienen un
namero reducido de hijos y un porcentaje pequefio de embriones se mueren durante la

embriogéneis (Salinas et al., 2007). Las células germinales en estos animales presentan



una serie de anormalidades como la presencia de ovocitos acumulados en la gbnada y
defectos en el esperma. Ademas de estos defectos, los animales hermafroditas carentes
de la proteina VBH-1 no completan la espermatogénesis y realizan el cambio de
espermatogénesis a ovogénesis de forma prematura en el estado larval L4 (Salinas et al.,
2007).

Aunque se conocen los fenotipos resultantes de la falta de VBH-1, ain no se han
identificado los RNA mensajeros blancos de su supuesta actividad de helicasa. Por eso
creemos que su funcion en la linea germinal podria llevarse a cabo por la interaccion
con otras proteinas, algo similar a lo mostrado en la interaccion de Vasa con elF5B. Por
lo tanto, al ser VBH-1 una proteina de union a RNA es posible que interaccione con
proteinas que participan en procesos del metabolismo del RNA como: splicing,
transporte, traduccion o degradacion durante el desarrollo de la linea germinal del C.

elegans.



OBJETIVOS
Objetivo general
El objetivo principal de esta investigacion es aislar proteinas que interaccionen
fisicamente con la helicasa de RNA VBH-1 y que nos ayuden a entender su funcion en
las células germinales, asi como aislar mas componentes de la linea germinal del C.
elegans.

Objetivos particulares

- Utilizando el sistema de dos hibridos, identificar proteinas que interaccionen

fisicamente con VBH-1 a partir de una biblioteca de cDNA del C. elegans.

- Estudiar el fenotipo causado por la falta de expresion de las proteinas aisladas, por

medio de RNA de interferencia.



MATERIALES Y METODOS

El ensayo de dos hibridos: un sistema para detectar interacciones entre proteinas

El ensayo de dos hibridos en levadura o Y2H (yeast two-hybrid), es un sistema genético
implantado a finales de los ochenta (Fields y Song 1989), que permite la deteccion in
vivo de interacciones proteina-proteina, sin la necesidad de disponer de anticuerpos o
proteinas purificadas.

El sistema de dos hibridos ha tenido tres aplicaciones fundamentales: a) probar la
inteaccion de un par de proteinas, que utilizando otros criterios se sospecha que
interaccionan, b) definir el dominio o los aminoacidos que juegan un papel importante
en la interaccion, ¢) tamizar bibliotecas para identificar proteinas que interaccionen con
una proteina dada (Solmaz, 2003). Ademas, este procedimiento experimental ha
permitido iniciar los estudios de las redes de interaccion entre proteinas funcionales
(interactomas), que luego pueden ser analizadas topologicamente facilitando la

integracién con otros datos biologicos y la generacion de modelos (Medina, 2005).

Para conocer como funciona el sistema de dos hibridos es necesario entender el proceso
del metabolismo de la galactosa en la levadura. La galactosa es importada a la célula 'y
convertida a galactosa-6-fosfato por la accion de 6 enzimas (GAL-1, GAL-2, PMG-2,
GAL-7, GAL-10, MEL-1), las cuales son reguladas transcripcionalmente por las
proteinas GAL-80, GAL-3, y GAL-4. Esta Ultima proteina juega un papel importante
como transactivador capaz de unirse a DNA. En ausencia de galactosa, GAL-80 se
encuentra unido a GAL-4 e inhibe su actividad transcripcional. En presencia de
galactosa, GAL-3 se une a GAL-80 y provoca un cambio conformacional en esta
proteina, lo cual permite liberar de su union a GAL-4 y ejercer su funcion como

activador transcripcional (Solmaz, 2003) (Fig. 9).

Al igual que otros activadores transcripcionales, GAL-4 es una proteina modular que
requiere de un dominio de union a DNA (DB por DNA-binding) y un dominio de
activacion (AD por activation domain). El sistema de doble hibrido aprovecha el hecho

de que GAL-4 no puede funcionar como activador transcripcional a menos que se una



fisicamente a un dominio de activaciéon. Basados en estas observaciones, el ensayo de
doble hibrido se lleva a cabo expresando en la levadura dos proteinas de fusion, una
sera la “carnada” y otra la “presa”. Para obtener estas proteinas hibridas el segmento
que codifica el dominio de unién al DNA de GAL-4 se fusiona con el gen de la proteina
usada como “carnada” y el segmento que codifica para el dominio de activacion de
GAL-4 se fusiona al gen de la proteina “presa”. Estas dos contrucciones se integran en
diferentes vectores y se introducen por transformacion a una levadura portadora de un
gen reportero. Si las dos proteinas interactuan fisicamente el sistema se reconstituye y el
factor trancripcional GAL-4 puede iniciar la transcripcion del gen reportero (Solmaz,
2003) (Fig. 10). Cuando se usa el sistema de GAL-4, para evitar interferencias con
GAL-4 y GAL-80 enddgenos, las levaduras receptoras deben tener deleciones en estos
genes, debido a esto las células de la levadura con estas deleciones crecen més

lentamente que las silvestres.
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Fig. 9. Diagrama del metabolismo de la galactosa. La galactosa es importada a la célula y convertida a
galactosa-6-fosfato por la accién de 6 enzimas (GAL-1, GAL-2, PMG2, GAL7, GAL10, MEL1), las
cuales son reguladas transcripcionalmente por las proteinas GAL-80, GAL-3, y GAL-4. A) En ausencia
de galactosa, GAL-80 se encuentra unido a GAL-4 e inhibe su actividad transcripcional. B) En presencia
de galactosa, GAL-3 se une a GAL-80 y provoca un cambio conformacional en esta proteina, lo cual
permite liberar de su unidn a GAL-4 y ejercer su funcién como activador transcripcional. Modificado de
Solmaz, 2003.
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Fig. 10. Esquema general del sistema de dos hibridos. El sistema de dos hibridos permite la deteccion
in vivo de interacciones proteina-proteina A) La figura muestra que para probar la interaccién entre
proteinas, una proteina de interés X se une al dominio de activacion del factor transcripcional GAL-4 y la
otra proteina Y se fusiona al dominio de union a DNA de GAL-4. Estas proteinas se utilizan para
transformar una cepa de levadura. Las levaduras que hayan obtenido los dos plasmidos se
complementaran y podran crecer en un medio selectivo. B) En esta seccion se muestra que cuando la
proteina de interés X usada como “carnada” se une a la proteina Y que es la “presa”, el factor GAL-4 es

reconstituido y activa la transcripcion de un gen reportero, el cual permite visualizar la interaccion.

Modificado de www.scg.ubc.ca/the-yeast-two-hybrid-assay-an-exercise-in-experimental-eloquence.

Uno de los reporteros mas utilizados es el gen lacZ de E. coli que codifica para la
enzima [-galactosidasa y cuya expresion depende del promotor del gen GAL-1. Las
células que reciben ambos genes y que reconstituyen el sistema se tifien de azul cuando
se encuentran en presencia de X-gal, un sustrato inicialmente incoloro de la B-
galactosidasa. La hidrélisis del X-gal produce un compuesto (indoxil) que en contacto
con el aire se transforma en indigo insoluble, el cual presenta un intenso color azul.

Aquellas colonias que estén expresando la enzima se tornaran de un color azul mas o


http://www.scq.ubc.ca/the-yeast-two-hybrid-assay-an-exercise-in-experimental-eloquence

menos intenso en funcion de la cantidad de enzima que estén expresando (Solmaz,
2003).

Condiciones experimentales del ensayo de dos hibridos

Los experimentos de doble hibrido en levadura (Fields y Song, 1989) se efectuaron
utilizando el sistema de Invitrogen, de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por
el fabricante las cuales se resumen a continuacion.

En el laboratorio previamente se habia iniciado el ensayo de doble hibrido, en el cual se
usé como “carnada” la secuencia completa del cDNA de vbh-1 (isoforma b: 641 aa)
fusionada al dominio de unién a DNA del factor transcripcional GAL-4 y se clond en el
vector pPC98 (Invitrogen) en los sitios Sma | y Spe | (plasmido pLV1). Por otro lado,
se utilizd una biblioteca de cDNA (amablemente donada por el Dr. Marc Vidal) la cual
fue elaborada utilizando los RNA mensajeros de varios estadios del desarrollo del C.
elegans fusionada en marco al dominio de activacion de GAL-4 en los sitios de corte de
las enzimas Not | y Sal | del vector pPC86 (Invitrogen). La biblioteca y el plasmido
pLV1 fueron utilizados para cotransfomar a la cepa MaV103 de Saccharomyces
cerevisiae (MATa, leu2-3, 112, trpl1-901, his3A200, ade2-101, gal4A, gal80A,
SPAL10::URA3, GAL1::lacZ, HIS3uas a1 :HIS3 @ LYS2, canl®, cyh2®).

Las células transformadas fueron a continuacion sembradas en medios selectivos
adecuados (sin leucina y sin triptofano). Para seleccionar las proteinas que interaccionan
con VBH-1 se usaron los genes reporteros de auxotrofia para histidina y Lac Z. Las
levaduras que resultaron positivas para el ensayo se crecieron en medio liquido SD sin
leucina y sin triptofano (Bio 101) a una temperatura de 30 °C y en agitacion constante
durante 2 dias. De cada una de las clonas se hicieron alicuotas con glicerol al 15 % que

se congelaron y guardaron a -70 °C.

El trabajo de esta tesis comenzé con el analisis de cada una de las clonas positivas del

ensayo de doble hibirido y se describe a continuacion.

Purificacion del DNA plasmidico de la levadura


http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima

Las clonas de levaduras positivas para el ensayo de dos hibridos que se habian
almacenado a —70 °C, se estriaron para colonia aislada en cajas Petri con medio SD Leu
, Trp” (Bio 101) y se crecieron a 30 °C durante 3 dias. Posteriormente, con un palillo
estéril se tomd una colonia aislada y se volvié a crecer en medio liquido SD Leu’, Trp a
30 °C y en agitacion constante durante 2 dias. Los plasmidos fueron aislados de acuerdo
a las especificaciones del estuche de purificacion de plasmido de levadura RPM (Bio
101).

Transformacién de bacterias E. coli

Los plasmidos de la levadura aislados fueron electroporados en la cepa KC8 de
Escherichia coli. Las bacterias de la cepa KC8 tienen varias auxotrofias que pueden ser
complementadas con los marcadores de los plasmidos de la levadura, por lo que
podimos seleccionar los plasmidos de la biblioteca de cDNA. Las auxotrofias leuB600 y
trpC 9830 pueden ser complementadas con los genes LEU2 y TRP1 de los plasmidos
pPC98 y pPC86 respectivamente.

Las células KC8 electro-competentes se prepararon como se describe a continuacion:
una colonia de bacterias fue inoculada en 5 ml de medio LB adicionado con 50 pug/mi
de kanamicina y se creci6 en agitacion constante a 37 °C durante una noche. A la
mafiana siguiente, 2.5 ml de este cultivo se inocularon en 500 ml de LB y dejé crecer a
37 °C hasta alcanzar una D.O.g00nm de 0.5. Posteriormente, las células se transfirieron a
tubos para centrifuga y se mantuvieron en hielo durante 15 min. Las células se
recuperaron por centrifugacion a 4°C a 3500 g durante 15 min. El sobrenadante se
desechd por decantacion y la pastilla se resuspendié en 25 ml de agua estéril fria,
posteriormente se agreg6 un volumen de agua estéril fria necesario para tener 500 ml.
Este paso se repitio una vez mas, pero esta vez se resuspendio la pastilla en 250 ml de
agua y se volvio a centrifugar. EI sobrenadante se deseché y la pastilla se resuspendio
en 25 ml de glicerol esteril frio (volumen final 10 %). Las células se transfirieron a
tubos para centrifuga con capacidad de 50 ml y se centrifugaron a 4500 rpm en un rotor
Sorvall SS-34 a 4° C por 15 min. Las bacterias electro competentes se recuperaron en un
volumen final de 1.5 ml de glicerol frio (10 %) y se hicieron alicuotas de 500 ul cada
una, las cuales fueron congeladas inmediatamente en nitrégeno liquido y almacenadas a

—70 °C para su uso posterior.



Para la electro-transformacion de E. coli se mezclaron en tubo de 1.5 ml (Eppendorf),
40 pl de bacterias electrocompetentes y 4 ng del plasmido aislado de la levadura. Como
control positivo de la transformacion se mezclaron 40 pl de bacterias electro-
competentes y 4 ng del plasmido pPC86, el control negativo fueron células electro-
competentes sin DNA. Es importante que el plasmido esté resuspendido en un
amortiguador de baja fuerza idnica o de preferencia agua, en este caso se us6 agua milli
Q estéril, debido a que un medio salino puede conducir la electricidad. La mezcla de
bacterias y DNA se transfirié a celdas de electroporacion estériles de 0.2 cm (USA
Scientific), las cuales se mantuvieron en hielo antes de ser utilizadas. La electro-
transformacion se llevo a acabo utilizando un electroporador de BioRad en el cual la
mezcla se sometio a un alto voltaje (2.5 kV) por aproximadamente 4 segundos. Para
recuperar las bacterias se agregé 1 ml de medio SOC y se dejo incubar por 1 h a 37°C
en agitacion constante a 250 rpm. Para finalizar, las bacterias se recuperaron

centrifugandolas a 8000 rpm durante 30 segundos y se sembraron en placa.

Debido a que las levaduras positivas para el doble hibrido, contenian a los dos
plasmidos (pLV1 y pPC86/biblioteca de cDNA) el uso de seleccidn auxotrofica en E.
coli nos permitio realizar el andlisis directo de un solo plasmido, en este caso el
plasmido pPCB86/Ibiblioteca de cDNA que lleva el gen TRP1. Para lograr lo anterior,
aproximadamente 100 ul de las bacterias transformadas (resuspendidas con el medio
SOC) fueron plaqueadas en cajas Petri que contenian un medio selectivo. EI medio
selectivo fue suplementado con los aminoécidos requeridos, en este caso solo se
mantuvo la auxotrofia a triptofano para seleccionar a los plasmidos de la biblioteca de
cDNA. Por ultimo, las bacterias sembradas en las cajas con este medio selectivo se
incubaron a 37 °C por 24 h hasta que aparecieran las primeras colonias de bacterias

transformadas.

Una colonia por caja Petri se inocul6 en 1.5 ml de medio LB (carbencilina 50 ug/ml). El
ADN plasmidico se aisl6 mediante la técnica de extraccion alcalina (miniprep express
segun Birnboim, 1984) o usando el estuche comercial para aislar DNA plasmidico
(Qiagen). Para confirmar la presencia del inserto se realizd una digestion con las

enzimas de restricion Not | y Sal I. La digestion se efectu6 en un volumen total de 20 pul,



conteniendo: 7 ng de DNA plasmidico, 1X de amortiguador para las enzimas
(NEBuffer 3, BioLabs), 1X de albumina sérica bovina (BSA), 2 unidades de la enzima
Not I, 4 unidades de la enzima Sal | y el volumen adecuado de agua Milli Q estéril. La
digestion se incubd por 2.5 horas a 37 °C y posteriormente las muestras se analizaron
por electroforesis en geles de agarosa al 0.9 % con bromuro de etidio y se dejaron
migrar a 80 volts por aproximadamente 2.5 h. Para conocer las masas moleculares de
los productos de la digestion se utilizaron los marcadores lambda DNA/Hind 1ll o
Trackit 1kb plus (Invitrogen).

En un estudio realizado previamente en el laboratorio, se encontr6 que 10 clonas
positivas para el ensayo de dos hibiridos contenian a un mismo gen (Y73B6BL.33). En
base a esto se decidio continuar el analisis de identificacion de las clonas restantes por

medio de Southern blot utilizando a este gen como sonda.

Analisis tipo Southern blot para identificar los genes de las proteinas que

interaccionan con VBH-1

Purificacion de la sonda

Aproximadamente 3 pg del pldsmido (conteniendo el gen Y73B6BL.33 usado como
sonda) se digirieron con las enzimas Sal |1 y Not | para liberar el inserto, la muestra se
corri6 en un gel de agarosa 1.0 % y la banda correspondiente al inserto (de
aproximadamente 2.3 kb) se aisl6 directamente del gel siguiendo el protocolo del
estuche de extraccion de DNA de geles (Qiagen). La purificacion de la banda fue

confirmada por electroforesis.

Los plasmidos digeridos que se separaron en un gel al 0.9 %, fueron fragmentados con
una solucién de 0.25 N de HCI por aproximadamente 10 min. Se enjuago el gel tres
veces con agua destilada. Después se desnaturalizé con una solucion de 0.5 M de NaOH
/1.5 M de NaCl durante 30 min y posteriormente se neutralizé con 0.5 M de Tris -HCI
(pH 7.0) / 1.5 M de NaCl. Los plasmidos fragmentados en el gel de agarosa fueron



transferidos por capilaridad con amortiguador a una membrana Nylon (Hybond,
Amersham) durante una noche, para transferir se utilizé un amortiguador de SSC 20 X.
Una vez que los plasmidos fueron transferidos a la membrana de Nylon éstos fueron
entrecruzados con una exposicion a radiacién UV a 1400 joules (Stratalinker 1800,
Stratagene). Una vez fijado el DNA a la membrana se puede iniciar la pre-hibridacion o
se puede guardar la membrana a temperatura ambiente en un sobre cerrado para ser

utilizada posteriormente.

La pre-hibridacion de la membrana se realizé con una de solucion de hibridacion a la
que se agregaron 100 pl de DNA de esperma de salmon (10 mg/ml) previamente
hervidos por 5 min a 94 °C. La membrana se pre-incubd 6 h a 65 °C en rotacion
constante. Aproximadamente 1.5 horas antes de concluir la prehibridacion de la
membrana se inicié el marcaje de la sonda radioactiva. La sonda de DNA se marc6 con
dCTP-a*?P siguiendo el protocolo del sistema de oligonucleétidos al azar (Invitrogen)
como se describe a continuacion: 5 pl de DNA utilizado como sonda y 13 ul de H,O
milli Q esteril se mezclaron en un tubo de 1.5 ml (Eppendorf). Esta mezcla fue hervida
por 5 min a 94 °C para separar las cadenas y posteriormente se mantuvo en hielo
durante 2 min. Al concluir este tiempo se agregaron 2 pl de cada uno de los nucleétidos
dATP, dTTP y dGTP, 5 pl del nucleétido radiactivo dCTP-a**P (Amersham) y 1 pl de
la enzima Klenow. La reaccion de sintesis de la sonda radiactiva se dejé por 1 h a
temperatura ambiente y el volumen total de reaccion fue de 45 ul. Al finalizar la sintesis
de la sonda radiactiva se detuvo la reaccion agregandose 5 pl del amortiguador para
detener la reaccion. Los nucle6tidos radiactivos que no se incorporaron a la sonda se
eliminaron mediante columnas de sephadex microSpin G-50 (Amersham). La muestra
que se recuperé fue hervida durante 5 min y se incubd en hielo por 2 min mas.
Finalmente se afladié a la membrana que se estaba pre-hibridando. La reaccion de
hibridacion se realizo toda la noche a 65 °C en rotacion constante.

Al termino de la hibridacidén, se retiré la solucién de hibridacion y se desechd en el
contenedor apropiado. La membrana se lavd 2 veces con el fin de eliminar el pegado
inespecifico de la sonda. En el primer lavado se utilizaron 200 ml de una solucién de
lavado 1 (ver anexo) previamente calentada a 65°C. Este lavado se realizd durante 30
min a 65°C en rotacion constante. Posteriormente, se retird la solucion y se incub6 con

200 ml de la solucién de lavado 2 previamente calentada a 65 °C. Finalmente, la



membrana se cubrié con plastico transparente y se colocé en contacto directo con una
placa de fotografia (Kodak) durante 2-4 h aproximadamente a -70°C. Las iméagenes se
obtuvieron colocando la placa en una solucion de revelado y fijado. Las clonas que
dieron sefial negativa en el Southern blot (lo cual indica que es un gen distinto al
encontrado anteriormente), se secuenciaron y se identificaron los genes realizando un
BLAST en la base de datos del C. elegans (wormbase.org). Las proteinas identificadas
en el ensayo de dos hibridos se nombraron VIP por sus siglas en inglés: VBH-1

interacting protein.

Comprobacion de la interaccion de las proteinas VIP-1, -2 y -3 con VBH-1

Se confirmo la interaccion de las proteinas VIP -1, -2 y -3 con VBH-1 por medio de
cruzas entre las cepas de levadura MaV103 (MATa) transformada con el plasmido
pLV1y la cepa MaVv203 (tiene el mismo genotipo que MaV103 a excepcion que esta es
MAT o) transformada por separado con los plasmidos pPC86/ vip-1, pPC86/ vip-2 y
pPC86/ vip-3.

La transformacion de las levaduras se realizo de la siguiente forma. Una colonia de
levaduras se inoculd en 100 ml de medio YPD y se incub6 a 30 °C en agitacion
constante hasta alcanzar una D. O. g nm de entre 0.5 y 1. Al terminar la incubacion,
las células se recuperaron centrifugandolas a 4 °C en un rotor GSA a 4000 rpm durante
5 min. El sobrenadante se desechd y la pastilla se lavd con 100 ml de agua estéril y se
volvié a centrifugar. Las levaduras recuperadas se resuspendieron en 1 ml de acetato
de litio y amortiguador TE 1X (LiAc/ TE). En tubos Eppendorff estériles se colocaron
por separado 5 1 (0.5 ug) de los pldsmidos pLV1, pPC86/ vip-1, pPC86/ vip-2 y
pPC86/ vip-3, y a cada uno de estos tubos se le agreg6: 20 ul (200 g) de DNA de
esperma de salmén (calentado a 94 °C durante 5 min), 3 zl de TE 10 X y 2 4l de agua
milli Q estéril. A la mezcla de cada uno de estos tubos se le agregaron 200 4l de la
suspension de levaduras correspondientes: MaV203 para los plasmidos con los genes
vip y MaV-103 para el plasmido pLV1. Como control negativo de la transformacion se
uso una mezcla sin plasmido, la cual se ajustd a 30 x4l con TE 1X. Después de esto, a
cada tubo se le agregaron 900 1 de PEG (Polietilen glicol) al 40 % (disuelto en
acetato de litio y amortiguador TE 1X) y se dejaron incubar durante 30 min a 30 °C. Al
término de esta incubacion, las células se sometieron a un choque térmico a 45 ° C
durante 15 min y posteriormente se recuperaron centrifugdndolas a 3000 rpm en una
microfuga durante 5 segundos. La pastilla se resuspendié en 600 ul de TE 1X estéril y
se tomaron 200 1 para sembrase en un medio selectivo. En este caso las levaduras
MaV103 transformadas con el plasmido pLV1 se sembraron en cajas Petri con medio
SD sin leucina y las levaduras MaVv203 con los plasmidos pPC86/ vip-1, pPC86/ vip-1
y pPC86/ vip-3 se plaquearon en cajas con medio SD sin triptofano y se dejaron
incubar a 30 °C durante 2-4 dias hasta que aparecieran las colonias transformantes.
Una vez obtenidas las transformantes se procedié a realizar una cruza.



Cruzas de levadura

La técnica que se utiliz para cruzar las cepas de levaduras fue la de replicacion en
placa que se describe a continuacion. Usando un palillo estéril se tomo una colonia de
las levaduras tranformadas con el pldsmido pLV1 y se sembrd por estria recta
dibujando 2 lineas paralelas en una caja Petri con medio SD sin leucina (Fig. 11 A).
Por otro lado, se tom6 una colonia de las levaduras transformadas con los plasmidos
pPC86/ vip-1, pPC86/ vip-1 y pPC86/ vip-3 y se sembraron en 3 lineas paralelas en
medio SD sin triptofano (Fig.11 A). Las levaduras se dejaron crecer por 2 dias a 30 °C.

Para realizar la cruza se uso un aparato de replicacion sobre el cual se colocé un
lienzo de terciopelo estéril que se estird6 de forma que no se formaran arrugas, y se
apreto con el collar del aparato de replicacion (Fig.11 B). La primera caja con las
levaduras, se colocd de forma que estas quedaran en contacto con la superficie del
terciopelo y se presiond firmemente (Fig. 11 C). Sobre este mismo terciopelo pero de
forma perpendicular se colocé la segunda caja de levaduras con el proposito de formar
lineas rectas que se cruzaran formando un angulo de 90 grados entre si (Fig. 11 D).
Posteriormente una caja con medio YPD se coloc directamente sobre el terciopelo que
contenia las levaduras en su superficie y se presion0 firmemente para que éstas se
transfirieran al medio (Fig. 11 E y F). El exceso de levadura se limpié de la caja
replicando en terciopelo por lo menos 3 veces. Las levaduras se incubaron por una
noche a 30 °C. Al dia siguiente se repitid la replica presionando ésta caja con
levaduras sobre el terciopelo. Las levaduras se transfirieron a una caja con medio
selectivo SD si leucina ni triptofano, la cual se dejé incubar durante 2 dias a 30 °C
(Fig. 11 G).
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Fig. 11. Esquema general de la técnica de replicacion en placa. La técnica de replicacion en placa se
utilizé para cruzar las cepas de levadura MaV-103 (MAT a), la cual contenia al plamido pLV1y a la
cepa de levadura MaV-203 (MAT &) con la secuencias de los genes vip-1, vip-2 y vip-3. A) Las levaduras
tranformadas con el plasmido pLV1 se sembraron por estria recta dibujando 2 lineas paralelas en una
caja Petri con medio SD sin leucina y en otra caja con medio SD sin triptofano se sembraron por estria
recta con tres lineas paralelas a las levaduras que con los plasmidos pPC86/ vip-1, pPC86/ vip-1 y
pPC86/ vip-3. B) El aparato de replicacion con el lienzo se armo tal como se observa en esta seccién. C)
La primera caja con las levaduras se coloco directamente sobre el lienzo y se presioné firmemente. D)
Posteriormente la segunda caja se presioné sobre el lienzo de manera que se formaran lineas que se
cruzaran de forma perpendicular. E) Después una caja con medio YPD se colocé directamente sobre el
terciopelo que contenia las levaduras en su superficie y se presiond firmemente para que éstas se
transfirieran al medio. Este paso se repitid con tres cajas con medio hasta eliminar el exceso de
levaduras. F) La caja con las levaduras se incubd una noche a 30 °C. G) Al siguiente dia se replico esta
caja, pero ahora las levaduras se transifirieron a una caja con medio selectivo sin leucina y sin
triptofano, de esta forma sélo las levaduras que se encontraron en las intersecciones de las lineas se
cruzaron y se complementaron.

Las cepas de levaduras MaVvV103 (MATa) y MaVv203 (MAT«) que se encontraron en
contacto directo en las intersecciones formadas por las lineas, se cruzaron y solo las
levaduras con ambos plasmidos conteniendo los genes LEU2 y TRP1 que expresan a
las proteinas de fusion fueron capaces de crecer en el medio selectivo SD sin estos
aminoacidos (Fig.11 G). Despues de haberse obtenido los parches en donde las
levaduras se complementaron, se repitio la réplica en una caja nueva con medio SD sin
dichos aminoéacidos y sobre la cual se sembraron con un palillo estéril tres cepas de
levadura control para el ensayo de hidrdlisis de /- galactosidasa.

Ensayo de actividad de B-galactosidasa

Para realizar este ensayo se utilizd una membrana de nitrocelulosa (Hybond,
Amersham), la cual se coloco en contacto directo sobre las levaduras en la caja Petri.
Con un palillo estéril se presiond para que las levaduras se transfirieran correctamente
a la membrana. La membrana con las levaduras expuestas hacia arriba se incub6 en
contacto con medio SD sin leucina ni triptofano en una caja Petri durante una noche a
30 °C. Al siguiente dia la membrana se retir6é del medio con unas pinzas y se congeld
sumergiendola completamente en nitrogeno liquido durante 20 segundos con el fin de
que la pared de las levaduras se rompiera. Por otro lado, un filtro de papel Whatman
del tamafio de la membrana se sumergié en 2.5 ml de amortiguador Z que contenia 1



mg /ml de X-gal. Este filtro se colocé en el interior de una caja Petri nueva y encima de
éste se sobrepuso la membrana con levaduras previamente congelada. Después de esto,
se tapd la caja y se incubd a 30 °C. Periddicamente se estuvo monitoreando esta
incubacion hasta que se detectara un color azul en las levaduras, resultado de la
hidrdlisis del X-gal por accién de la enzima p-galactosidasa producto del gen LacZ
usado como reportero de la interraccion entre las proteinas VIP y VBH-1. Los niveles
de expresion de genes reporteros en un ensayo de dos hibridos puede variar desde una
expresion muy fuerte a una muy débil sin embargo, estos niveles no reflejan las
propiedades de afinidad de la interaccion proteina-proteina in vivo. Para corroborar
la interaccién de las proteinas VIP con VBH-1 en este ensayo, se utilizaron como
control dos cepas de levadura (MaV103) del sistema Invitrogen, las cuales contenian
dos plasmidos que expresaban proteinas de fusion. La cepa A se usé como control
negativo y contenia los plasmidos pPC97 (GAL-4 DB, LEU2) y pPC86 (GAL-4 AD,
TRP1) ambos sin ningun inserto de cDNA y por lo tanto no presentd interaccién
alguna. La cepa D se usé como control positivo, contenia a los plasmidos pPC97-Fos
(cDNA Fos de rata, aminoacidos 132-211) y pPC86-Jun (cDNA Jun de ratdn,
aminoacidos 250-325). La interaccion que presento este control fue fuerte.

Comparacion de secuencias

Las secuencias codificantes de los genes del C. elegans vip-1 (Y73B6BL.33), vip-2
(WO5H7.4e), vip-3 (R06A4.2) y de las proteinas CBGO5462, CBG08182 de C. briggsae
se obtuvieron de wormbase.org. Los alineamientos de las proteinas se llevaron a cabo
usando el software Mac Vector 7.2.3 (Accelrycs Inc. CA).

Estudios funcionales

Mantenimiento y crecimiento de los nematodos

El neméatodo C. elegans se crecio en placas con medio NGM-lite, a las cuales se les
coloco sobre la superficie unas gotas de un cultivo de la cepa OP50-1 de E. coli. El
cultivo de E. coli se crecié de 8-12 h en medio LB con 50 ug/ml de estreptomicina. El
medio NGM (Brenner, 1974) que se esteriliz6 por autoclave, se vacié con ayuda de una
pipeta en cajas Petri medianas y se dejo enfriar a temperatura ambiente por una noche.
Al dia siguiente se agregaron aproximadamente 200 ul del cultivo de la cepa OP50-1
que se incubd a temperatura ambiente durante una noche. Las cajas se pueden

almacenar a 4 °C por varias semanas. La cepa utilizada fue la rrf-1 (0k589). rrf-1



codifica para una RNA polimerasa (RNA-dependent RNA polymerase family)
requerida en el silenciamiento de la expresion de un gen por interferencia de RNA en
tejidos somaticos, pero no en la linea germinal. La cepa rrf-1 (0k589) se obtuvo del

Centro de Genética del C. elegans (CGC) y se mantuvo creciendo a 20 °C.

RNA de Interferencia (RNAI) en C. elegans

El silenciamiento de la expresion de un gen de manera transitoria puede llevarse a cabo
a través de la interferencia de RNA, técnica conocida como RNAI (Fire et al., 1998;
Timmons et al., 2003). Es un fendmeno presente en varios organismos, que consiste en
el silenciamiento de la expresion de RNA mensajero a traves de pequefios RNAS no
codificantes. Cuando el RNA de doble cadena es introducido en un organismo, éste es
cortado en fragmentos de aproximadamente 21 nucledtidos en el interior de la célula por
la accion enzimatica de la proteina DICER. Los fragmentos de RNA de doble cadena
reciben el nombre de “pequefios RNAs de interferencia” (sSiRNA). Posteriormente estos
siRNA se incorporan a proteinas formando el “complejo silenciador inducido por
RNAI” o RISC. En este complejo los fragmentos de RNA sirven como molde para
degradar el RNA mensajero complementario a ellos y de esta manera silenciar su
expresion (Fraser et al., 2000). Esta técnica se usa de manera exitosa en el C. elegans
debido a que estos animales pueden ser alimentados con bacterias que producen RNA

de doble cadena correspondiente al gen que se desea suprimir (Timmons et al., 2003).

Ensayo de RNA de interferencia

El laboratorio cuenta con una biblioteca de RNAI con los genes del C. elegans clonados
en el plasmido ppd129.36 en bacterias E. coli. Para inducir la produccion de RNA de
doble cadena de los genes analizados en este trabajo, utilizamos el método de induccidn
de RNAIi en medio liquido, que se describe a continuacion. Las bacterias inducidas
contenian al plasmido pPSZ1 con la secuencia completa de VBH-1, la secuencia del gen

vip-2 o Unicamente al vector ppd129.36 (plasmido vacio PV).



En este ensayo se usaron tres cultivos de E. coli de la cepa HT115 D3 con los genes
anteriormente mencionados. Para cada caso se obtuvo un cultivo crecido a 37 °C en
agitacion constante hasta alcanzar una una D.O. 595 ym de 0.6 en 500 ml de medio 2XYT
con los antibioticos ampicilina y tetraciclina a una concentracion de 50 pg/ mly 12.5
ug/ml respectivamente. Alcanzada la densidad éptica, se agregé a cada cultivo 0.4 mM

de IPTG y se reincubd por 2 horas mas a la misma temperatura.

Al término de la incubacion las bacterias se recuperaron por centrifugacion y se
resuspendieron en un medio que contenia 25 ml de 2XYT, 25 ml de glicerol al 50 %,
0.4 mM de IPTG, ampicilina (50 pg/ml) y tetraciclina (12.5 ug/ml). Finalmente se
hicieron alicuotas de 1 ml que se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido y

fueron almacenadas a — 70 °C.

Una alicuota de 1 ml de bacterias inducidas se centrifugd a 8000 rpm durante 2 min y se
retird el sobrenadante, la pastilla fue resuspendida en 100 ul de medio LB (50 ug/ml de
ampicilina, 12.5 ug/ml de tetraciclina y 0.4 mM de IPTG). Posteriormente sobre la
superficie de cajas Petri medianas y pequefias con medio NGM-lite se colocaron 50 y
10 pl de bacterias resuspendidas en el medio respectivamente. Para realizar el doble
RNAI de los genes vbh-1 y vip-2 (que se obtuvieron de la biblioteca de RNAI), se
mezclaron 25 ul de de la suspension de bacterias resuspendidas, inducidas con el gen

correspondiente para sumar el total de 50 pl.

Cuando éstas cajas se secaron, se colocaron sobre la superficie de las cajas medianas 5
animales adultos de la cepa rrf-1 (0k589). Dichos animales fueron incubados a 26 °C
con bacterias inducidas para producir el RNA de doble cadena de los genes vbh-1 o vip-
2. La progenie de estos animales present6 un fenotipo vbh-1 (RNAI) o vip-2 (RNAI).

Observacion de los nematodos utilizando microscopia Nomarski

La observacion de los nematodos se llevé a cabo utilizando una gota de agarosa al 2%
colocada sobre un portaobetos y sobre la cual se agregaron 10 pul de azida de sodio 40
mM disuelto en el amortiguador M9. Sobre esta gota se coloraron 20 animales para
observacion. La azida de sodio es ampliamente utilizada en nuestro campo de trabajo



para paralizar a los nematodos y permitir su observacion al microscopio. Es importante
sefialar que los animales permanecen vivos aunque inmaviles por alrededor de 30 min.
Una vez que los animales dejaron de moverse, se coloco un cubreobjetos encima y se
observaron por microscopia Nomarski. Se utilizé un microscopio Nikon Eclipse E600

equipado con una cdmara digital AxioCam (Zeiss).

Inmunotinciones

Como parte del andlisis del fenotipo de los animales RNAI, se realizaron ensayos de
inmunotincion con diferentes anticuerpos. Se usO un anticuerpo contra la proteina
RME-2, el receptor del vitelo en el ovocito para identificar células germinales en
ovogénesis. Por otra parte, también se hizo el analisis de la expresion de VBH-1 de
animales adultos utilizando un anticuerpo contra esta proteina. EI método utilizado en la
inmunotincion se describe a continuacion. En un cubreobjetos se agregd una gota de 30
ul de M9 en donde se colocaron alrededor de 30 animales RNAI. Posteriormente, los
animales se inmobilizaron con 5 ul de tetramizol (0.01%) y se disecaron las gdnadas
haciendo un corte con agujas a nivel de la cabeza del animal. El cubreobjetos fue
colocado sobre un portaobjetos con polilisina y congelado en nitrégeno liquido.
Posteriormente se quitd el cubreobjetos del portaobjetos mientras la muestra estaba
congelada. A esta técnica se le conoce como “freezecrack” y se utiliza para romper la
cubierta de los embriones. La muestra se incubd inmediatamente en metanol a —20 °C
por 1 min; posteriormente se fijé en una solucion de formol durante 20 min a
temperatura ambiente. Al término de la fijacion la muestra se lavo dos veces en PBT 1X
por 10 min. Inmediatamente después la muestra se bloqued con una gota de 30 ul de
suero de cabra al 30 % (Sigma) por 30 min a temperatura ambiente en una camara
himeda. La cdmara humeda consiste de una caja Petri de 150 mm de diametro forrada
con papel aluminio, cuyo borde interior es sellado con sanitas hiumedas. Al término de
este tiempo, la muestra se incubd con el anticuerpo primario a-RME-2 (1:500) 0 a-
VBH-1 (1: 1000) diluido en PBT y suero de cabra, durante una noche a 4 °C. Al dia
siguiente la muestra se lavé con PBT 1X durante 10 min y se incub6 con el anticuerpo
secundario anti-conejo Cy3 (Molecular Probes) y DAPI (50 ng/ul) diluidos 1:100 en
una solucion de PBT vy suero de cabra, durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente
la muestra se lavo en PBT 1X por 10 min, posteriormente se colocaron 2 ul de
vectashield, se cubrid con un cubreobjetos y se sell6 con barniz. La muestra fue
almacenada a 4 °C y después fue observada al microscopio de fluorescencia. Se utiliz6
un microscopio Nikon Eclipse E600 equipado con una camara digital AxioCam (Zeiss).
Las imagenes fueron procesadas en Photoshop CS (Adobe).

Conteo de progenie

El andlisis del nimero de hijos de los animales vip-2 (RNAI) se realiz6 de la seguiente
manera: en el primer dia 15 animales en estadio L4 rrf-1 (0k589) o 15 animales L4 rrf-
1 (0k589), vip-2 (RNAI) se colocaron individualmente en cajas pequefias con bacterias
con el plasmido vacio (control) o bacterias que producian RNA de doble cadena del gen



vip-2, respectivamente. Estas primeras cajas con nematodos, se nombraron como cajas
1. Al siguiente dia, los animales referidos ahora como adultos de 1 dia fueron colocados
en nuevas cajas con comida (cajas 2) y las cajas 1 se guardaron a 26 °C. Después de 24
horas, los animales adultos de 2 dias fueron colocados nuevamente sobre otras cajas
nuevas con comida (cajas 3) y se continud su incubacion a 26 °C.

Después de que se retiraron los animales adultos de cada una de las cajas, los embriones
depositados sobre la superficie de éstas se dejaron incubando por mas de 14 horas, con
el fin de que hasta el ultimo embrion depositado terminara la embriogénesis y
eclosionara convirtiendose en larva L1. Al final de este periodo de tiempo se contaron
los embriones presentes como embriones muertos. Las larvas de cada uno de los
animales depositados en las cajas 1, 2 y 3 fueron contadas en el estado larval L3, por su
facil observacion al microscopio. La progenie total de cada animal fue referida como la
suma de larvas mas los embriones muertos observados en cada una de las cajas. Los

datos se analizaron en el programa excel (Microsoft).



RESULTADOS

La proteina VIP -2 interacciona con la helicasa de RNA VBH-1

Las proteinas Vasa y Belle son helicasas de RNA pertenecientes a una familia con
dominios tipo DEAD y que son importantes para la funcion de las células germinales.
Se han identificado los homologos para este grupo de proteinas en varios organismos, y
su funcion se encuentra altamente conservada. Basados en evidencias experimentales se
ha sugerido que este grupo de proteinas participan en la regulacion de la traduccion de
los RNA mensajeros. Sin embargo, sus mecanismos de accion especificos aun no se
conocen. Para el caso de Vasa, la proteina de la linea germinal mejor caracterizada,
muchos de los blancos de su actividad helicasa no se han identificado y tampoco se ha
observado que presente especificidad de unién a algin RNAm. Sin embargo se ha visto
que su interaccion con proteinas es importante para su funcién. EI homélogo de Vasa y
Belle en el C. elegans es la proteina VBH-1. Esta proteina se expresa especificamente
en la linea germinal y es importante para la embriogénesis, gametogénesis y durante la

transicion de espermatogénesis a ovogénesis (Salinas et al., 2007).

Con el proposito de aislar proteinas que se unan a VBH-1 y nos ayuden a entender
mejor su funcion en las células germinales, asi como aislar mas componentes de la linea
germinal se realizd un ensayo del tipo dos hibridos. En un trabajo previo en el
laboratorio se fusiono la secuencia completa del cDNA de vbh-1 correspondiente a la
isoforma b al dominio de activacion de gal-4 (pLV1) y se utiliz6 una biblioteca de
cDNA de dos hibridos (donada por el Dr. Marc Vidal). Antes de realizar el ensayo de

dos hibridos, se prob6 que VBH-1 no fuera capaz de activar la transcripcion por si sola.

La cepa MaV103 de levaduras se transformd con el plasmido pLV1 y con los plasmidos
de la biblioteca de cDNA. Cuando una proteina de la biblioteca interacciono fisicamente
con VBH-1, se reconstituyd el sistema y los dos dominios de GAL-4 se unieron. De esta
forma GAL-4 reconstituido fue capaz de activar la transcripcion de los genes reporteros
Lac Z y HIS3". En este ensayo de interaccion se obtuvieron un total de 242 clonas
positivas de levadura. Diez clonas tomadas al azar, se secuenciaron y el resultado fue
que todas ellas contenian el mismo gen: Y73B6BL.33. Este gen se nombro inicialmente
como vip-1 por sus siglas en inglés de VBH-1 interacting protein. En el trabajo de esta



tesis se realizo el escrutinio de 168 clonas, con el fin de identificar a las proteinas que
interaccionan con VBH-1. Debido a que los plasmidos en la levadura se expresan en
baja copia, una vez que fueron extraidos de éstas se utilizaron para transformar bacterias
E. coli (cepa KC8). De esta forma se obtuvo un mayor nimero de copias haciendo

posible su identificacion.

Debido a que secuenciar las 168 clonas resultaba muy caro, se decidié utilizar al gen
vip-1 como sonda en un ensayo tipo Southern blot para identificar clonas nuevas.
Nuestra estrategia fue buscar clonas que dieran sefial negativa al gen vip-1.
Identificamos 2 genes nuevos: WO5H7.4 y RO6A4.2, los cuales llamamos vip-2 y vip-3,
respectivamente. De las 168 clonas hasta ahora analizadas, 165 contienenn al gen vip-1,
2 clonas al vip-2 y una clona a vip-3 (Fig.12).

vip-3  vip-2

Fig. 12. Escrutinio de las clonas positivas del doble hibrido mediante ensayo tipo Southern blot. De
las 242 clonas positivas del doble hibrido, se analizaron 168 clonas para identificar a los genes que
contenian. Los plasmidos aislados fueron digeridos con las enzimas Not | y Sal I, los fragmentos
producidos se separaron por electroforesis y posteriormente el DNA fue transferido a una membrana de
nitrocelulosa. Como sonda de este analisis se el cDNA del gen vip-1. La estrategia que se siguio fue
buscar genes diferentes al de vip-1. Los asteriscos (*) sefialan las clonas negativas de este ensayo y

corresponden al cDNA de vip-2 y vip-3. Los guiones (-) indican que no se cargé DNA en el gel.

Para corroborar la interaccion de las proteinas VIP-1, -2 y -3 con VBH-1 se repiti6 el
ensayo de doble hibrido pero esta vez por medio de cruzas. Se introdujé el plasmido
pLV1 en la cepa MaVv203 (MAT«) y el plasmido que porta a vip-1, vip-2 y vip-3 por
separado en cepa MaVvV103 (MATa). Unicamente las levaduras que contenian a la



proteina VIP-2 fueron positivas para la actividad de -galactosidasa (Fig. 13). Sin
embargo, no descartamos la posibilidad de que las proteinas VIP-1 y VIP-3
interaccionan con VBH-1 y es recomendable repetir este ensayo méas adelante para
descartar gque sean falsos positivos del ensayo inicial. En este trabajo consideramos a
estas proteinas como posibles candidatos que interaccionan con VBH-1.

dominio de activacién
A VIP-1 VIP-2 VIP-3

dominio de unién al DNA

B
VBH-1/ VIP-1 VIP-2 VIP-3
K_Aﬁ
*
y
*
*D
A 4
leu+ trp+

Fig. 13. Corroboracidn de la interaccion de VIP-1, VIP-2 y VIP-3 mediante el ensayo de actividad de
[ galactosidasa. El factor transcripcional GAL-4 reconstituido permite la transcripcion del gen
reportero Lac Z el cual codifica a la enzima /- galactosidasa. La hidrdlisis del X- gal por esta enzima
produce un compuesto indoxil que en contacto con el aire se torna color azul. A) En esta imagen se
muestran las levaduras que contenian a la proteina hibrida VBH-1 unida al dominio de unién al DNA de
GAL-4y las proteinas VIP-1/-2/-3 unidas al domino de activacion de GAL-4, las cuales se cruzaron por
replicacion en caja. B) Las levaduras que se cruzaron se complementaron y fueron capaces de crecer en
el medio selectivo sin leucina ni triptofano. C) Estas levaduras se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa, en la cual las levaduras se lisaron y se incubaron con una solucion que contenia X-gal. La
hidrélisis de este compuesto reveld la interaccién de VBH-1 con la proteina VIP-2. En el extremo lateral
izquierdo del panel B se observan dos parches de levadura, los cuales corresponden a los controles
utilizados en este ensayo. Como control positivo de la interaccion se utilizé a la cepa D del sistema
Invitrogen que contenia a los plasmidos pPC97-Fos (cCDNA Fos de rata, aminoécidos 132-211) y pPC86-
Jun (cDNA Jun de ratdn, aminoécidos 250-325). La interaccion que presentd este control fue fuerte y se
sefiala con un asterisco (*). La cepa A se usé como control negativo y contenia los plasmidos pPC97 y
pPC86, ambos sin ningln inserto y por lo tanto no presenté interaccion. La hidrolisis del X gal produjo
un color azul indigo en el control positvo y en VBH-1/VIP-2, el cual se sefiala con asteriscos (*).

Motivos estructurales deducidos de la secuencia aminoacidica de las proteinas VIP



VIP-1 es una proteina con dominios de union a RNA y es similar al factor de inicio
de la traduccion elF4B

Segun la base de datos del C. elegans (www.wormbase.org, release WS174, October

04, 2007) el gen vip-1 contiene 8 exones y 7 intrones y codifica para una proteina de
610 aminoacidos. Un estudio de RNAI masivo indicd que animales carentes de esta
proteina tienen un tamafio pequefio, se ven enfermos y presentan letalidad embrionaria,

lo que sugiere que su funcidn no es especifica de la linea germinal (Maeda et al., 2001).

VIP-1 presenta tres dominios RRM, el primero abarca del aminacido 66 al 133, el
segundo del aminoacido 158 al 231 y el tercero del 326 al 391 (Fig. A, anexo). Los
motivos RRM se encuentran en proteinas que unen RNA como las proteinas hnRNP
(particulas de ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas), proteinas implicadas en la
regulacion del splicing y componentes del snRNP (ribonucleoproteinas nucleares
pequefias) (Marchler y Bryant, 2004). VIP-1 posee 67 % de identidad con la proteina
CBG05462 de C. briggsae.

En una revision de los mecanismos de regulacion de la traduccion en C. elegans
(Rhoads et al., 2006), se report6 que el gen (Y73B6BL.33) al cual nosotros nombramos
como vip-1, es similar al factor de inicio de la traduccion elF4B. Los factores de inicio
de la traduccion catalizan los primeros pasos de este proceso, en el cual un complejo
ternario de elF2-GTP-Met tRNA se une a la subunidad ribosomal 40S para formar el

complejo de iniciacion 43S.

El reclutamiento de RNAs mensajeros al complejo de iniciacion 43S requiere del factor
elF3, de PABP una proteina de union a poli (A) y de la proteina elF4A. El factor elF4B
pertenece al grupo de factores elF4 el cual estd formado de: elF4A una helicasa de
RNA, elF4B una proteina de union a RNA, elF4H una proteina que actta con elF4B
para estimular la activadad helicasa de elF4A. elF4A es una proteina de union al cap de
los RNA mensajeros y elFAG participa en el reclutamiento de los RNAs mensajeros a la
subunidad 40S (Rhoads et al., 2006).


http://www.wormbase.org/

VIP-2 es una proteina de union a acidos nucléicos con un dedo de zinc

De acuerdo a lo anotado en la base de datos del C. elegans (www.wormbase.org, release

WS174, October 04, 2007), el gen vip-2 tiene 5 formas alternativas de splicing, la
mayor de ellas, la isoforma e contiene ocho exones y 7 intrones y codifica para 666
aminoacidos. En un estudio de interactoma de las proteinas de C. elegans se observo
que VIP-2 interacciona con CGH-1, un componente de los granulos P que se requiere

para proteger a las células germinales de la muerte por apoptosis (Li et al., 2004).

La proteina VIP-2 tiene 44 % de identidad con la proteina CBGO8182 predicha de C.
Briggsae y no presenta homologia con proteinas de otros organismos, sugiriendo que es
una proteina especifica del genero Caenorhabditis (Fig. B, anexo). VIP-2 presenta un
dedo de zinc del tipo CCCH (Cysxo-Cysxs-Cysxs-His) que abarca de la Cys 476 a la His
a06 Y tres cajas con secuencia RGG (Argsy,-Glysz,) (Fig. B, anexo). Las cajas RGG
consisten de repeticiones mudltiples de los aminoacidos Arg-Gly-Gly, a menudo
intercaladas entre aminoacidos aromaticos y que se ha visto que se Unen a RNA
(Kiledjian y Dreyfuss, 1992).

VIP-3 es una proteina novedosa con funcién desconocida

De acuerdo a la base de datos del C. elegans (www.wormbase.org, release WS174,
October 04, 2007) el gen vip-3 codifica para una proteina de 837 aminoacidos. Basado
en un analisis de su secuencia, no tiene dominios conocidos ni parece estar presente en
otros organismos, solo en el género Caenorhabditis. VVIP-3 tiene una identidad de 67%
con otra proteina desconocida del C. elegans (TI12E12.3) (Fig. C, anexo).

Estudios Funcionales

VIP-2 es importante para la fertilidad del C. elegans

El laboratorio cuenta con una biblioteca de RNA de interferencia (RNAI) por
alimentacion, en la cual encontramos una clona para el gen vip-2, pero no para los genes

vip-1y vip-3. Por esta razon en este estudio nos enfocamos primero al estudio de vip-2.


http://www.wormbase.org/
http://www.wormbase.org/

Para realizar el estudio de RNAI por alimentacion se utilizé el sistema de induccion de
RNA de doble cadena en liquido (ver materiales y métodos). Los experimentos de esta
tesis se llevaron a cabo usando a la cepa rrf-1(0k589) y en adelante nos referiremos a
ésta como cepa control para simplificar y la cual presenta un fenotipo silvestre. EIl gen
rrf-1codifica para la proteina RRF-1 que es miembro de una familia de polimerasas de
RNA llamadas RdRP (Sijen et al., 2001). Animales mutantes en este gen no presentan
defectos morfoldgicos ni tampoco anormalidades en el crecimiento. Se decidio utilizar
esta cepa debido a que presenta insensibilidad al RNAI en las células somaticas pero
permite observar el silenciamiento de genes en la linea germinal, lo que nos facilitd

identificar los fenotipos presentados en estas células en particular. (Sijen et al., 2001).

Los experimentos de interrupcion del gen vip-2 en animales hermafroditas se hicieron
con el propoisito de observar su fenotipo y examinar si presentaban un fenotipo similar
al de animales vbh-1(RNAI) que indicaran que probablemente estén participando en una

misma via de accion.

Los animales vbh-1 (RNAI) presentan una progenie reducida y letalidad embrionaria.
Uno de los fenotipos caracteristicos de la falta de VBH-1 es la acumulacién de los
ovocitos en la parte proximal de la gonada animales de jovenes (Salinas et al., 2007).
Este fenotipo es caracteristico de animales silvestres viejos que se han quedado sin
espermatozoides. Estos animales son capaces de continuar con la maduraciéon de sus

ovocitos y recuperar su fertilidad si son cruzados con machos.

Realizando cruzas de animales hermafroditas vbh-1(RNAi) con machos silvestres se
observo que los animales pueden mejorar su fertilidad, pero no es comparable con la de
los animales silvestres, lo que sugiere que VBH-1 tiene una funcion también en los
ovocitos. Otro fenotipo que se ha observado en algunos animales vbh-1(RNAI) es que
presentan un reducido nimero de espermatozoides y la presencia de pequefas células
germinales en la parte proximal de la gdnada, que a juzgar por su tamafio pareciera que
se encuentran en etapas tempranas de la espermatogénesis. A estos espermatozoides en
desarrollo se le conoce como espermatozoides primarios y a este fenotipo se le conoce
como feminizacién de la gonada de animales hermafroditas. Estos datos sugirieron que
la proteina VBH-1 es importante para la funcion adecuada de los ovocitos y

espermatozoides y para la regulacion del cambio de espermatogénesis a ovogénesis que



ocurre en la génada de los hermafroditas (Salinas et al., 2007). Se hizo un analisis
detallado del namero de hijos que tienen los animales vip-2 (RNAI) y del porcentaje de
letalidad embrionaria que presentan. Para esto se siguieron animales individuales de la
cepa silvestre rrf-1 (0k589) alimentados con bacterias que contenian un plasmido vacio

(PV) como control y animales vip-2 (RNAI).

Los animales fueron seleccionados en el estadio larval L4 de desarrollo y se colocaron
individualmente en una caja de Petri. Los animales se movieron aproximadamente cada
24 h a una caja nueva hasta que dejaron de tener hijos (3 dias después
aproximadamente). Un dia después de sacar al animal adulto de la caja de Petri se
observo la caja bajo el microscopio para detectar embriones muertos. La embriogénesis
transcurre en 14 h, por lo que si algin embrion permanece inmovil en la placa se toma
como muerto. Los hijos del animal adulto se contaron en el estadio L3 o L4 porque es

mas facil observarlos al microscopio.

Los animales vip-2 (RNAI) presentaron una reduccion en el nimero de hijos de
alrededor del 80 % con respecto a los animales control (PV) (100%). De forma
interesante y a diferencia de los animales vbh-1 (RNAI), los animales vip-2 (RNAIi) no
presentaron letalidad embrionaria (0%) (Tabla 2). Estos datos nos indican que al igual

que VBH-1, VIP-2 es una proteina importante para la fertilidad.

Tabla 2
Fertilidad en animales hermafroditas silvestres y vip-2 (RNAI)
genotipo temperatura progenie total erLetf?il(i)?giia n
control (PV) 26°C 100 % 0% 28
vip-2 (RNAI) 26 °C 20.84 % 0% 28
vip-2 (RNAI) * 26 °C 11.7 % 233 % 27

Para estudiar la fertilidad de animales hermafroditas vip-2 (RNAI) los especimenes fueron seleccionados
en la etapa L4 y se transfieron a nuevas cajas cada 24 horas durante el transcurso de tres dias. Sobre las
cajas se contd el numero de embriones muertos y la progenie que sobrevivid. Los embriones que no
eclosionaron en el transcurso de 24 horas después de que se depositaran se consideraron como muertos.

PV= plasmido vacio usado como control. *Los datos de progenie de los animales vip-2 (RNAI) se

tomaron de Salinas et al., 2007.



La inhibicion de la expresion de VIP-2 provoca defectos en las células germinales

La gonada del C. elegans puede ser dividida en cuatro regiones principales debido a los
procesos morfoldgicos que se observan: (1) la region distal o de mitosis esta formada
por una poblacién de células germinales que se mantienen en mitosis constante por
influencia de las células distales 0 DTCs, (2) la region de transicion en donde las células
entran en meiosis y se mueven hacia la region proximal de la génada, (3) los nucleos en
paquiteno ocupan una gran parte media de la gonada a la que se le denomina zona del
paquiteno o asa y por altimo (4) la region proximal en donde se acumulan los ovocitos

en diacinesis antes de entrar a la espermateca (Wood, 1988) (Fig. 6).

La interferencia de RNA en el gen vip-2 mostr6 fenotipos de alteracion en las células
germinales. Se observd que en un porcentaje de animales (25 %), los ovocitos se
acumularon en la parte proximal de la génada (Fig. 14 C) (tabla 3). También se observo
en algunos animales (53.57 %) la presencia de células de menor tamafio, las cuales
inferimos que se trata de espermatocitos primarios por su morfologia y tamafo (Fig. 14
D).



V|p -2 ( RNAI ) ovocitos maduros

en la génada distal

Control

espermatozoides primarios

vbh-1 (RNAI) vip-2 (RNAI)

vip-2; vbh-1 (RNAI)

Fig. 14. Los fenotipos de animales hermafroditas RNAI observados por microscopia Nomarski. En
estas fotos se muestra un brazo de la génada de animales adultos de un dia crecidos a 26 °C. A) La
gonada de animales control (PV) present6 un fenotipo normal (100 %) (n = 28). B) Muy rara vez los
animales vip-2 (RNAI) mostraron ovocitos diferenciados en la zona de paquiteno (2 animales, a lo largo
de todo el andlisis). C) La génada de animales vip-2 (RNAI) present6 ovocitos acumulados (25 %) y D)

espermatozoides primarios (53.57 %) (n = 28). E) Los animales vbh-1 (RNAIi) mostraron ovocitos



acumulados (57.14 %) y F) espermatozoides primarios (19.04 %) (n = 21). G) En los animales vip-1;
vbh-1(RNAI) observamos la presencia de ovocitos acumulados (50%) y H) espermatozoides primarios
(19.04%) (n = 22). Los recuadros muestran con mayor detalle una region de la génada, donde se sefiala
con flechas los defectos observados en las células germinales. Las letras indican las regiones de la

gonada: d, distal; a, asa; sp, esperma; o, ovocitos; p, proximal.

Un fenotipo que se logré observar en contadas ocasiones (2 animales) y que no se
presentd en animales vbh-1(RNAI) fue la presencia de ovocitos maduros en regiones
distales de la génada, en donde normalmente solo se encuentran células germinales sin
madurar. Estos ovocitos en la region distal presentaron la misma morfologia y
desarrollo que los de la zona més proximal (Fig. 14 B). El 21.42% de los animales vip-
2(RNAI) no muestran un fenotipo evidente (imagenes que no se muestran) (Tabla 3). No
sabemos si la presencia de ovocitos acumulados en estos animales se deba a que no son
fertilizados por los espermatozoides, por ausencia de espermatozoides, o sea un defecto
propio de los ovocitos. Al parecer la ausencia de la proteina VIP-2 provoca defectos
principalmente en la espermatogénesis, aunque no se probd si al cruzar los
hermafroditas vip-2 (RNAI) con machos silvestres la fertilidad se restaura comprobando

que esta proteina solo tiene una funcidn en este proceso.

Los animales vbh-1 (RNAI) en nuestros experimentos mostraron los fenotipos descritos
en Salinas et al., 2007 los cuales son acumulacion de los ovocitos (57.14 %) (Fig. 14 E)
y presencia de esperma primario (19.04 %) (Fig. 14 F) (Tabla 3).

Debido a la interaccion directa de los productos de los genes vip-2 y vbh-1, y a los
fenotipos en comun que presentan, contemplamos la posibilidad de que estos dos genes
estuvieran participando en una misma via de regulacion en la linea germinal. Con esta
idea iniciamos estudios epistaticos, en los cuales eliminamos la expresion de estos dos
genes al mismo tiempo, a lo que se conoce como doble RNAI (ver materiales y
meétodos).

En estos analisis, los animales vip-2; vbh-1 (RNAI) presentaron ovocitos acumulados
(50 %) (Fig. 14 G) y presencia de esperma primario (22.72%) (Fig. 14 H) (Tabla 3).
Observamos que en estos casos la presencia de ovocitos acumulados fue mayor que en
vip-2(RNAI) (25%), pero menor que vbh-1 (RNAI) (57.14%). El fenotipo de la doble
mutante es mas parecido al fenotipo de los animales vbh-1 (RNAI) lo que indica que



vbh-1 esta por arriba de vip-2 y una posibilidad es que se encuentrenparticipadoen en

una misma via de regulacion.

Tabla 3
Fenotipos en animales adultos

gbnadas con gbnadas con

. gonadas ; .
genotipo temperatura n ovocitos espermatozoides
normales . .
acumulados primarios
control (PV) 26 °C 28 100 % 0% 0%

vip-2 (RNAI) 26 °C 28 21.42% 25% 53.57%
vbh-1 (RNAI) 26 °C 21 23.80% 57.14% 19.04%
vip-2; vbh-1(RNAI) 26 °C 22 27.27% 50% 22.72%

Animales adultos de un dia de los fondos genéticos indicados fueron anestesiados para ser observados por

microscopia Nomarski para determinar su fenotipo. PV= plasmido vacio usado como control.

Los animales vip-2 (RNAI) realizan la transicion espermatogénesis/ovogénesis de

forma prematura

Debido a que los animales vip-2 (RNAIi) presentaron el fenotipo de presencia de
espermatozoides primarios, decidimos estudiar si en estos animales existia algln
defecto durante la espermatogénesis que pudiera explicar dichos fenotipos. En el animal
hermafrodita, bajo condiciones normales, las primeras 40 células germinales de cada
brazo de la génada que entran en meiosis se diferencian en espermatozoides durante el
estado larval L4. Una vez que el esperma se ha formado, en el animal adulto, comienza
la ovogénesis y continua durante el resto del periodo reproductivo del animal (Hubbard
y Greenstein, 2000).

Cuando observamos por microscopia tipo Nomarski la génada de algunos animales L4
vip-2 (RNAIi) observamos la presencia de ovocitos diferenciados en la region proximal.
En estos animales, la espermatogénesis aun no habia concluido, sin embargo la

ovogeénesis ya se habia iniciado.

Para confirmar que la ovogénesis inicia de manera prematura, realizamos ensayos de
inumotincién en la gonada de animales vip-2(RNAI), usando un marcador especifico de
los ovocitos, la proteina RME-2 (receptor-mediated endocytosis). RME-2 es miembro

de la superfamilia de receptores de LDL (lipoproteinas de baja densidad) y es el



receptor del las proteinas de vitelo (vitelogeninas) que son importadas desde el
intestino (Grant y Hirsh, 1999).

Los animales silvestres hermafroditas en estadio L4 no presentaron sefial positiva para
la tincion de RME-2 (0%) (Fig. 15 B). Sin embargo, la génada de algunos animales vip-
2(RNAI) L4 (35%), si mostro sefial (Fig. 15 D). De igual forma que lo reportado en
Salinas et al., 2007 en nuestros experimentos la gonada de algunos animales vbh-1
(RNAI) fue positiva a esta sefial (26.66%) (Fig. 15 F). Los animales vip-2; vbh-1 (RNAI)
también presentaron este fenotipo (31.8%) (Fig. 15 H) (Tabla 4).

En estos resultados no existe un aumento en el fenotipo observado cuando se eliminan
los dos genes lo que sugiere que estos dos genes actdan en la misma via. Estos datos
mostraron que al igual que VBH-1, la proteina VIP-2 es importante para la regulacion
del proceso de espermatogénesis, para la continua formacion de espermatozoides y la
inhibicidn de la ovogeénesis en el estadio L4, ya que en ausencia de esta proteina, las
células germinales realizan el cambio de espermatogénesis a ovogénesis de forma

prematura.

Por los resultados mostrados en el doble RNAI creemos que las proteinas VBH-1 y
VIP-2 se encuentra participando en esta via de transicion de espermatogénesis a
ovogénesis pero se necesitaran mas estudios epistaticos con otros genes que actan en

dicha via para conocer el nivel en el cual VBH-1/VIP-2 estan participando.

Tabla 4
Feminizacion de la génada de animales L4
genotipo temperatura n gonadas normales gonadas feminizadas
control (PV) 26 °C 16 100 % 0%
vip-2 (RNAI) 26 °C 20 65 % 35%
vbh-1 (RNAI) 26 °C 15 73.33% 26.66%
vip-2; vbh-1(RNAI) 26 °C 22 68.18% 31.81%

Las génadas de animales hermafroditas en estado larval L4 de los fondos genéticos indicados fueron
liberadas, fijadas y tefiidas con DAPIy con un anticuerpo contra RME-2 para detectar las gbnadas en las
gue se habia iniciado prematuramente el cambio de espermatogénesis a ovogénesis. PV= plasmido vacio

usado como control.
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Fig. 15. Transicion prematura de espermatogénesis a ovogénesis en animales vip-2 (RNAI). La
gonada de animales en estadio L4 de los diferentes fondos genéticos indicados, fue fijada y tefiida para
detectar la presencia de ovocitos usando un anticuerpo contra RME-2, el receptor del vitelo. Los nicleos
de las células germinales se tifieron con DAPI (A, C .E 'y G). Ay B) Los animales rrf-1 (PV) usados
como control no expresaron a la proteina RME-2 (0%) (n = 16). C y D) Los animales vip-2 (RNAI)
realizan la transicion espermatogénesis/ovogenesis de forma prematura, como se puede observar son
positivos para la proteina RME-2 (35 %) (n = 20). E y F) Los animales vbh-1 (RNAI) también presentan



sefial de RME-2 (26.66 %) (n = 16). Gy H) Al igual que los casos anteriores, los animales vip-2; vbh-1
(RNAI) también presentan sefial de RME-2 (31. 8 %) (n = 22). Los animales usados para estos
experimentos se crecieron a 26 °C. Las abreviaturas usadas en la figura son: d, distal; sp, esperma; o,

ovocitos; p, proximal

La falta de VIP-2 no altera la localizacion celular de VBH-1

La proteina VBH-1 se expresa especificamente en la linea germinal del C. elegans
(Salinas et al., 2007). VBH-1 se asocia a los granulos P y se expresa en el citoplasma de
las células germinales de la gonada de animales hermafroditas y machos. En los
machos, VBH-1 se observa en los espermatozoides primarios y secundarios pero no en
los espermatozoides maduros. Durante la embriogénesis, VBH-1 se localiza en el
citoplasma de los blastomeros somaticos y germinales (Salinas et al., 2007). Para
conocer si la interaccion VIP-2/VBH-1 es necesaria para la localizacion y expresion de
VBH-1 en las células germinales, tefiimos la génada de animales vip-2 (RNAI) con un

anticuerpo contra VBH-1.

No observamos cambios en la expresion ni en la localizacion de VBH-1 en la gonada de
animales hermafroditas vip-2 (RNAI) (Fig. 16 D). Como control observamos que los
animales vbh-1 (RNAI) mostraron una ausencia total en la expresion de VBH-1 (Fig 16
F). Después de estos resultados, concluimos que la interaccion de VIP-2 con VBH-1 no
es requerida para la localizacion y expresion de la proteina VBH-1 en las células

germinales.



DAPI VBH-1

vip-2 (RNAI) silvestre

vbh-1 (RNAI)

Fig. 16. Los animales vip-2 (RNAI) expresan de forma normal a la proteina VBH-1. La gonada de
animales adultos de los diferentes fondos genéticos indicados fue tefiida con un anticuerpo contra la
proteina VBH-1. Los ndcleos de las células se tifieron con DAPI (A, Cy E). Ay B) Los animales control
(PV) expresan a VBH-1 en la region perinuclear de las células germinales. C y D) Los animales vip-2
(RNAI) expresan de forma normal a la proteina VBH-1. E y F) Los animales vbh-1 (RNAi) no expresan a
VBH-1. Los animales usados para estos experimentos se crecieron a 26 °C. Las abreviaturas usadas en la

imagen son: d, distal; p, proximal.



DISCUSION

La proteina VIP-2 interacciona con VBH-1

VBH-1 es una proteina que se expresa especificamente en la linea germinal y su funcion
es importante para el funcionamiento de las células germinales en el C. elegans (Salinas
et al., 2007). Utilizando un ensayo de dos hibridos encontramos que la proteina VIP-2
interacciona fisicamente con VBH-1 y sugerimos la interaccion con las proteinas VIP-1
y VIP-3. Las proteinas VIP-2 y VIP-3 no tienen homologos evidentes en otros

organismos solamente dentro del género Caenorhabditis.

La proteina VIP-1 tiene homdlogos en otros organismos aunque su funcion todavia no
estd clara. Se ha reportado que es similar al factor de inicio de la traduccion elF4B.
Analizando la estructura de la proteina VIP-1 encontramos que contiene dominios RRM
que posiblemente utiliza para unirse a RNA. El factor elF4B es una proteina de unién a
RNA que participa durante los primeros pasos del inicio de la traduccién y en conjunto
con el elF4H estimulan la actividad helicasa de elF4A (Rhoads et al., 2006). Se ha
reportado que el homdlogo de VBH-1 en Drosophila, la proteina VASA presenta alta
homologia con el factor de inicio de la traduccion elF4A, otra proteina helicasa de la
familia DEAD (Lasko y Ashburner, 1988). La actividad helicasa de este factor
traduccional es la de disociar las estructuras secundarias que se forman en el extremo 5
de los RNA mensajeros, favoreciendo la unién de estos con los ribosomas, regulando
asi el inicio de la traduccion de mensajeros especificos (Gingras et al., 1999). Ademas
durante el desarrollo embrionario Vasa interacciona con el factor de inicio de la
traduccion, elF5B a través de su extremo carboxilo (Carrera et al., 2000; Johnstone y
Lasko, 2004). Esta interaccion regula positivamente la traduccion de varios RNAs
mensajeros (Breitwieser et al., 1996; Markussen et al., 1997; Styhler et al., 1998). Es
necesario repetir el ensayo de actividad de - galactosidasa para determinar si la
interaccion de VIP-1 con VBH-1 y estudiar si tienen algun papel en la regulacion de la

traduccion de RNA mensajeros en el C. elegans.

La proteina VIP-2 presenta en su secuencia cajas RGG, las cuales también unen RNA,
ademas de incluir un dedo de zinc (CCCH), e interacciona con CGH-1, la cual es un

componente de los granulos P y granulos de procesamiento en levadura.



Las proteinas con dedos de zinc son miembros de una superfamilia de proteinas que
unen acidos nucleicos. Estas proteinas contienen cisteinas e histidinas coordinadas por
un ién zinc. La resolucion de la estructura de algunas de estas proteinas por NMR
(resonancia magnética nuclear) y por rayos X, ha permitido conocer la forma en que se
unen a sus blancos. Ademas de las proteinas con dedos de zinc tipicas que se unen a
DNA, se han reportado muchas otras que presentan actividad de union a RNA (Brown,
2005). Entre los pocos casos de estructuras RNA-proteina que se han resuelto se
encuentran la de 5S-TFIIIA en los ovocitos de Xenopus. TFIIIA es una proteina con
actividad de unién a DNA y a RNA que presenta nueve dedos de zinc. Por un lado, es
un importante factor transcripcional para la RNA pol 11l y es esencial para la expresion
del gen de rRNA 5S. Por otro lado se une a los RNA ribosomales 5S para formar un
particula de ribonucleoproteina que estabiliza al RNA y facilita su transportacion, para
ser utilizado en el ensamblaje de los ribosomas (Traci, 2005). Los mecanismos de
reconocimiento de secuencia en el RNA son diferentes de aquellos cominmente usados
en el reconocimiento de DNA de doble cadena, donde una pequefia o- hélice se une por
enlaces de hidrégeno a las bases del surco mayor del DNA. El reconocimiento de RNA
de doble cadena depende en gran parte de los contactos con los fosfatos y de algunas
interacciones hidrofdbicas con algunas bases que se encuentran localizadas de manera
accesible y permiten el reconocimiento de secuencias Unicas. La union a RNA de
cadena sencilla se lleva a cabo por la intercalacién de aminoacidos aromaticos entre las
bases y la especificidad de la interaccion se ve favorecida por la presencia de otros
dominios de union presentes en la proteina (Brown, 2005). En base a los dominios de
unién a acidos nucleicos que presentan las proteinas VIP-1 y VIP-2 y por su posible
funcion en el metabolismo de RNA pensamos pudieran unir de manera especifica los

RNA mensajeros blancos para la helicasa de RNA VBH-1.

VIP-2 y VBH-1 participan en la espermatogénesis

Nuestros experimentos de RNAI indican que al igual que VBH-1, VIP-2 es importante
para la funcién y produccién de los gametos. VIP-2 y VBH-1 participan en la formacién
apropiada de las células germinales para garantizar la fertilidad de los animales. Sin

embargo, a diferencia de VBH-1, VIP-2 no es necesaria en el desarrollo embrionario de



este organismo. EIl fenotipo de acumulacion de ovocitos, caracteristico de animales vbh-
1 (RNAI) estd también presente en los animales vip-2 (RNAi). Los animales vip-2
(RNAI) también tienen en la gonada espermatozoides primarios, una evidencia de
defectos durante la espermatogénesis y es por esta razén que pensamos VBH-1y VIP-2

participan de manera conjunta durante la espermatogénesis.

La transicicion de formacién de espermatozoides a formacién de ovocitos, en el animal
hermafrodita requiere del control de dos factores de determinacion sexual, las proteinas
FEM-3 y TRA-2 asi como de la represion traduccional por proteinas que se unen a sus
RNA mensajeros (Ellis y Schedl, 2007). Cuando la espermatogénesis toma lugar en la
etapa larval L4, la traduccion del RNA mensajero de tra-2, que es el inductor de
diferenciacién femenina, es reprimida por las proteinas GLD-1 y FOG-2 (Ellis y
Schedll, 2007). La represion de tra-2 permite que el inductor de diferenciacion
masculina, FEM-3 se encuentre activo. De forma contraria, en la transicion de
espermatogénesis a ovogenesis, la traduccion del RNA mensajero de fem-3 es reprimida
por FBF-1, FBF-2 y NOS-3 (Ellis y Schedl, 2007). En este trabajo encontramos que la
falta de VIP-2 altera la regulacion de esta via, haciendo que la espermatogénesis no
culmine y que se formen ovocitos de forma prematura, al igual que cuando VBH-1 no
estd presente. Desconocemos aln cOmo es que participan estas proteinas en la via y a
que nivel acttan. Se ha propuesto que VBH-1 podria participar en la regulacion de la
traduccion de los RNA mensajeros de esta via (Salinas et al., 2007). Estudios
epistaticos entre VBH-1 y VIP-2 con otros genes de la via podrian ayudar a entender el
papel de VBH-1y VIP-2 en el cambio de espermatogénesis a ovogénesis.

La localizacion de VBH-1 en los granulos P es independiente de VIP-2

La proteina VBH-1 se expresa de manera abundante en la regidén perinuclear
asociandose a los granulos P y en el citoplasma de las células germinales (Salinas et al.,
2007). Las proteinas GLH -1, -2, -3 y -4 de C. elegans y Vasa de Drosophila son
requeridas para mantener la estructura de los granulos P y de los granulos polares,
respectivamete (Breitwieser et al., 1996; Kawasaki et al., 1998). La proteina VBH-1 no

es requerida para el ensamblaje ni la estructura de los granulos P, hasta ahora no se



conoce de la existencia de algin componente que prevenga completamene la formacion
de estos granulos en el C. elegans. VIP-2 no es necesaria para localizar a VBH-1 en
estos sitios, ya que la eliminacion de VIP-2 por RNAI no alterd la distribucion ni la
expresion de VBH-1 en los granulos P. Algo semejante a lo ocurrido con VIP-2 y VBH-
1, sucede con PGL-1, PGL-2 y PGL-3, las cuales interaccionan fisicamente, sin
embargo su localizacion en los granulos P es independiente de la interaccién entre ellas
(Kawasaki et al., 2004).

La posible funcion de las proteinas VIP-1y VIP-2 con VBH-1.

Las proteinas DEAD box participan mediante interacciones con otras proteinas en
procesos esenciales como son: la transcripcion, la biogénesis de los ribosomas, el
splicing, la edicion y la exportacion de los RNA mensajeros desde el nucleo y en el
inicio de la traduccién (Linder y Lasko, 2006). Se sabe que el dominio de helicasa de
las proteinas DEAD por si solo no es suficiente para reconocer el RNA mensajero
blanco de manera especifica. Sin embargo, algunos de los dominios de esta proteina en
las regiones amino y carboxilo tienen secuencias de union a RNA o de interaccion con
otras proteinas que le ayudan a reconocer los RNA mensajeros a los que se unen
(Mohamed, 2005).

El extremo carboxilo de la proteina VBH-1 es rico en el aminoacido glicina, y también
presenta regiones RGG (Salinas et al., 2007). Las regiones ricas en glicina y las cajas
RGG inicialmente se describieron como motivos que interactian con RNA y
generalmente se encuentran en asociacion con otros dominios de union a RNA y
actualmente se sabe que estas regiones también estan involucradas en interacciones
proteina-proteina (Ghisolfi et al., 1992; Cartegni et al., 1996). Una posibilidad es que la
interaccion de VBH-1 con las proteinas VIP-1 y VIP-2 probablemente se lleve a cabo a
través de sus motivos RGG y de su secuencia rica en glicinas. Esta interaccion
posiblemente favorezca la unién de RNAs a la proteina VBH-1 y le confiera
especificidad por sus blancos, la cual a su vez se veria favorecida por la presencia de

otros dominios de unién a RNA que presentan las proteinas VIP-1y VIP-2,

En este trabajo describimos que en los diferentes aspectos del desarrollo de las células
germinales analizados, la falta de VIP-2 o VBH-1, ya sea eliminando la expresion de



una proteina o de las dos en conjunto resulta en fenotipos similares. Estos datos indican
que su interaccion es importante para su funcion y que posiblemente se encuentran en
una misma via de regulacion. En este trabajo también proponemos que la interaccion de
VIP-2 con VBH-1 le proporciona a esta ultima la especificidad por los RNA
mensajeros para llevar a cabo su actividad de helicasa durante la transicion de

espermatogénesis a ovogénesis en el C. elegans.



CONCLUSIONES

1. Usando el sistema de dos hibridos identificamos a tres proteinas que
interaccionan con la helicasa de RNA VBH-1. VIP-1 es una proteina con
motivos de unién a RNA del tipo RRM vy es similar al factor de inicio de la
traduccion elF4B. VIP-2 tiene dominios de union a acidos nucleicos. VIP-3 es
una proteina con funcién desconocida. La Unica interaccién que se comprob6
fue la de VIP-2 con VBH-1

2. Las proteinas VIP-2 y VIP-3 s6lo tienen homologos en los nematodos C.

briggsae y C. elegans pero no en otros organismos.

3. La proteina VIP-2 tiene un dedo de zinc del tipo CCCH vy tres cajas
RGG, lo que sugiere que puede unir RNA. VIP-2 es importante para la funcion
de la linea germinal. La falta de esta proteina reduce la fertilidad en los animales
hermafroditas debido a que hay defectos en la gametogénesis. VIP-2 es
importante para la produccion de espermatozoides y para garantizar la correcta
transicion de espermatogénesis a ovogénesis en la génada del hermafrodita. El
bloqueo de la expresién de VIP-2 no altera la localizacion ni la expresion de
VBH-1 en las células germinales.

4, El papel de VIP-2 es similar al de VBH-1, lo que sugiere que estas
proteinas interaccionan para realizar su funcion en la gbénada y que

probablemente participan en la misma via.
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Fig. A. Secuencia de !a proteina VIP-1 y su alineamiento con una proteina de C. briggsae. El gen vip-/
codifica a una proteina de 610 aminodcidos ¥ presenta tres motivos RRM. los cuales se indican en corchetes,
El motivo RRM-1 abarca abarca del aminoécido 66 al 133 y.. RRM-2 del aminodcido 158 al 231 y RRM-3
va del aminodcido 329 al 391. La figura muestra que VIP-1 presenta una identidad del 67 % con una

proteina desconocida de C. briggsae.
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Fig. B. Secuencia de VIP-2 y su alineamiento con la proteina CBG08182 de C. briggsae. El gen vip-2
codifica 5 isoformas de la proteina. Se presenta secuencia de la isoforma e. la méis grande con 666
aminodcidos. VIP-2 presenia un dominio de dedo de zinc que abarca desde la Cys ;. & la His .o ¥ se indica
en corchetes. presenta tres cajas RGG que van desde la Arg ... a la Gly ;. ¥ se marcan en cuadros. VIP-2
tienen una identidad de 44 % con una proleina desconocida de C. briggsae. La tercera linea muestra la

secuencia conservada entre las dos protefnas.
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Fig. C. Secuencia de la proteina VIP-3 ¥ su alineamiento con otra proteina del C. elegans. La
proteina VIP-3 tiene 837 aminodcidos ¥ presenta una identidad del 87 % con otra proteina desconocida

del C. efegans (T12E12.3). La lercera linea muestra la secuencia conservada de las protefnas.
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MEDIOS Y SOLUCIONES

Medio SOC

Contiene para 100 m] de agua:
2 g de bactotriptona

0.5 g de extracto de levadura
5 g de NaCl

0.5 ml de MgCl, 2 M,

20 mM de glucosa.

Medio selectivo
Por separado se prepararon dos soluciones:

» 1 litro de medio minimo A 5X {solucién de sales)
52.5 g de K,HPQ,
22.5 g de KH,PO,
5 g de (NH,),50,
2.5 g de citrato de sodio dihidratado.

= Una mezcla de agar con agua
15 g de agar
775 ml de agua.

Ambas soluciones se esterilizaron en autoclave por 20 min a 120 °C.

Para hacer las placas se mezclaron: 775 ml de la mezcla de agar, 200 ml de medio
minimo A 5X, 1 ml de MgSQ,, 0.5 ml] de tiamina al 1 %, 10 ml de cada uno de los
aminodcidos requeridos (uracilo, leucina, histidina) en una concentracién de 4 mg/ml
y 1 ml de ampicilina a 50 mg /ml. Los aminodcidos, la tiamina el sulfato de magnesio
y la glucosa se esterilizaron por filtracion.

Amortignador SSC 20 X
3 M NaCl
0.3 M de citrato de sodio

Solucién de hibridacién

reactivo de Denhardt 5X,

SDS 0.2%,

50 mM de amortiguador de fosfatos pH 6.5
5X SS8C

Solucién de lavado (1)
178 ml de H,0 milli Q,
20 m! de SSC 20X
2 ml de SDS 10%

Solucidn de lavado (2)

193 m] de H,O milli Q
5 ml de SSC 20X
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2 ml de SDS 10%

LiAc¢/ TE

0.1 M Acetato de litio
10 mM Tris pH 8.0
ImM EDTA

Amortiguador Z pH 7.0

60 mM Na,HPO,

40 mM NaH,PO,

10 mM KCl

1 mM MgSO,

50 uM B-mercaptoetanol

antes de usarse se le agregd 0.05 % de SDS, 1 mM de DTT y 1 mg /ml de X-gal

Medie NGM (Brenner, 1974)

Incluye para un litro:

2 g de NaCl

4 g de bactotriptona

3 g de KH.PO,

0.5 g K,HPO,

8 mg de colesterol

20 g de agar.

El medio se esterilizé por autoclave durante 20 min a 121°C a 15 Ib de presién,

Medio 2XYT

Incluye para 500 ml:

2.5 g de NaCl

8 g de bactotriptona

5 g de extracto de levadura

Solucién de fijado

1.1 g de paraformaldehido, disuelto en 26.4 ml de agua MilliQ
3 ml de PBS 10X

2.4 ml HEPES 1M

48 ul MgSO, 1M

96 ul EGTA 250 mM
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