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Ala 
alfa-dCTP 32P 
Arg 
Asp 
ATP 
BSA 
cDNA 
Cys 
DAPI 
dATP 
DEAD 
DEPC 
dGTP 
DNA 
DTCs 
dTTP 
dUTP-Cy3 
dUTP-Cy5 
EGTA 
EtBr 
Emo 
Glu 
Gly 
HEPES 
IPTG 
K2HPO4 
LB 
Lys 
MgSO4 
MOPS 
RNAm 
NaF 
NaH2PO4 
NaOH 
NaPPi 
NaVO4 
NGM-Lite 
OP50-1 
PBT 
PBT/NGS 
PMSF 

alanina, aminoácido  
nucleótido citosina marcado radiactivamente 
arginina, aminoácido  
ácido aspártico, aminoácido  
adenosin trifosfato        
albúmina de suero de bovino 
DNA complementario 
cisteina, aminoácido  
4',6-diamidino-2-fenil-indol 
2’-deoxi-adenosin 5’-trifosfato 
dominio conservado (Asp-Glu-Ala-Asp) 
dietilpirocarbonato 
2’-deoxi-guanosin 5’-trifosfato  
ácido desoxirribonucleico 
células del extremo distal 
2’-deoxi-timidin 5’-trifosfato 
deoxinucleótido T marcado con un fluoróforo (cianina roja) 
deoxinucleótido T marcado con un fluoróforo (cianina verde) 
etileno glicol-bis beta-aminoetil-eter N,N,N´N´-ácido tetra acético 
bromuro de etidio 
ovocitos endomitóticos 
ácido glutámico, aminoácido 
glicina aminoácido  
N-2-Hydroxyethil piperazine-N´-2-etanosulfonico 
isopropil beta-tiogalactosidasa 
fosfato de potasio dibásico 
Medio Luria Bertani 
lisina, aminoácido  
sulfato de magnesio 
3-N´ ácido morfolino propanosulfónico 
RNA mensajero 
fluoruro de sodio 
fosfato monosódico 
hidróxido de sodio 
pirofosfato de sodio 
vanadato de sodio 
medio para crecer gusanos (Nematode Grow medium) 
cepa de Escherichia coli OP50-1 
PBS + Tween  
Normal Goat Serum (Suero de Cabra) en PBT 
fluoruro de fenilmetil sulfonilo 

Neevia docConverter 5.1



 

 

6

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PSA 
PVP 
RNA 
RNAi 
SDS 
SSC 20X 
TEMED 
Tween 
Z1 y Z4 
Z2 y Z3 

presulfato de amonio 
polivinil pirrolidona 
ácido  ribonucléico 
interferencia de RNA 
dodecil sulfato de sodio  
solución de hibridación para RNA 
N, N, N´, N- Tetrametiletilenidaimina 
Polioxietileno sorbitan-monolaurato 
precursores celulares del linaje somático 
precursores celulares de la linea germinal 
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SIGLAS DE GENES  

 
 
CGH-1       Por sus siglas en inglés Conserved Germline Helicase. Proteína 

necesaria para la función de ovocito y esperma  así como para la 
prevención de la apoptosis fisiológica de las células germinales. 

 
Ded1p           Homólogo de Vasa en Sacharomyces cerevisiae. 
 
eIF4E       Por sus siglas en inglés eukaryotic Initiation Factor 4E (eIF4E) 

Family. Factor de inicio de la traducción. 
 
eIF5B       Por sus siglas en inglés eukaryotic Initiation Factor 5B (eIF5B). 

Factor de inicio de la traducción. 
 
FEM-1        Por sus siglas en inglés Feminization of XX and XO animal. 

Proteína necesaria para la masculinización de la línea germinal y 
del linaje somático. 

 
FEM-3        Por sus siglas en inglés Feminization of XX and XO animal. 

Proteína que promueve el desarrollo de machos. 
 
FOG-2     Por sus siglas en inglés Feminization Of Germline. Proteína 

necesaria para promover la espermatogénesis. 
 
GLD-1         Por sus siglas en inglés Defective in Germ Line Development. 

Codifica una proteína con un   motivo de unión a RNA y cuya 
función es importante durante la ovogénesis y gametogénesis. 

 
GLH (1-4)       Por sus siglas en inglés Germ-Line Helicase. El gen codifica una 

helicasa de RNA perteneciente a la familia DEAD-box, contiene 
dedos de zinc  y es necesaria para la fertilidad y desarrollo de las 
células germinales. Regula la proliferación, la ovogénesis así 
como la producción de esperma. 

 
GLP-4          Por sus siglas en inglés abnormal Germ Line Proliferation. 

Proteína cuya función es necesaria para la progresión y 
proliferación de las células germinales. 

 
HIM-8      Por sus siglas en inglés High Incidence of Males. Proteína 

involucrada en la regulación y segregación del cromosoma X. 
 
IFE (1-5)      Por sus siglas en inglés Initiation Factor E Family. Proteínas de 

unión al cap de los mRNAs. 
 
MEX (1,3)     Por sus siglas en inglés Muscle Excess. Proteína con dedos de 

zinc CCCH  necesaria para la segregación de los gránulos P, la 
formación de las células germinales y la diferenciación de las 
células somáticas durante la embriogénesis.  
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Mvh             Por sus siglas en inglés Mouse vasa helicase. Proteína necesaria 

para la determinación de las células germinales en ratón. 
 
NOS (1,2)    Por sus siglas en inglés Nanos related. Proteína con dedos de zinc 

necesaria para el desarrollo de las células germinales 
primordiales. 

 
  OMA (1-3)     Por sus siglas en inglés Oocyte Maturation defective. Proteína con 

dedos de zinc necesaria para la maduración de los ovocitos. 
 

PAL-1          Por sus siglas en inglés Posterior Alae in male. Se requiere para la 
especificación de los linajes celulares así como para la 
diferenciación posterior adecuada durante la embriogénesis. 

 
PGL (1-3)    Por sus siglas en inglés P GranuLe abnormality. Proteína con un 

motivo RGG necesario para la unión a mRNAs específicos. 
 
PIE-1           Por sus siglas en inglés Pharynx and Intestine in Excess. Proteína 

con dedos de zinc necesaria para la determinación de la línea 
germinal. 

 
POS-1         Por sus siglas en inglés Posterior Segregation. Proteína con dedos 

de zinc CCCH esencial para la especificación de las células 
germinales. 

 
RRF-1         Por sus siglas en inglés RNA-dependent RNA polymerase Family. 

Polimerasa requerida para la maquinaria de RNAi. 
 
SKN-1       Por sus siglas en inglés SkiNhead. Es un factor de transcripción 

necesario para la especificación de los blastómeros EMS. 
 
VBH-1           Por sus siglas en inglés Vasa and Belle-like Helicase. 
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R E S U M E N 
 

 

Las células germinales forman a los ovocitos y a los espermatozoides, y 

son la base de la continuidad de las especies animales con reproducción 

sexual. Estas células presentan un tipo especial de citoplasma compuesto de 

estructuras electrodensas o gránulos conocidos en C. elegans como gránulos 

P y cuya función es el almacenamiento y procesamiento de RNAs mensajeros. 

En Drosophila uno de los componentes de estos gránulos es el producto del 

gen vasa. Vasa es una helicasa de RNA perteneciente a la familia DEAD la 

cual es esencial para la función de la línea germinal. En C. elegans, el 

homólogo de Vasa es conocido como VBH-1, por su alta similitud con las 

proteínas Vasa y Belle de Drosophila (vasa and belle like-helicase). El producto 

del gen vbh-1 está presente en los gránulos P y su ausencia provoca 

esterilidad, sugiriendo que al igual que en otros organismos, VBH-1 es 

importante para el funcionamiento de la línea germinal. En un análisis tipo 

Western blot, utilizando la cepa silvestre y mutantes en la línea germinal 

sensibles a temperatura, encontramos que esta proteína se expresa 

específicamente en la línea germinal. Mediante el análisis de interferencia de 

RNA (RNAi) de vbh-1 se encontró que los animales vbh-1(RNAi) presentan una 

reducción en la progenie, acumulación de ovocitos y un incremento en la 

letalidad embrionaria. Para estudiar la función de VBH-1, utilizamos un análisis 

de microarreglos de DNA para identificar los genes específicos de línea 

germinal que reducen o incrementan sus niveles de expresión en ausencia de 

VBH-1. Encontramos que la ausencia de esta proteína causa un cambio en los 

niveles de expresión de cerca de cien genes que codifican para proteínas 

involucradas en diversos procesos celulares, tales como: el daño a DNA, la 

transcripción, la ubiquitinación, la traducción, entre otros procesos. Animales 

RNAi, afectados en la expresión de algunos de los genes de la vía de 

ubiquitinación mostraron fenotipos similares a los observados en los animales 

vbh-1(RNAi) sugiriendo una correlación entre la función de VBH-1 y la 

regulación de la vía de ubiquitinación. 

 
 

Neevia docConverter 5.1



 

 

13

1. INTRODUCCIÓN  
 
 
 
1.1. El NEMÁTODO Caenorhabditis elegans como modelo 
EXPERIMENTAL  
 
 

En 1965, Sydney Brenner propuso al nemátodo Caenorhabditis elegans 

como un organismo modelo para hacer estudios de biología del desarrollo y 

neurociencias en animales. Dentro de las características que presenta  este 

organismo, se encuentran el tener un ciclo de vida corto, un tamaño de 1 mm, 

poseer pocas células (~1000) ser transparente, lo cual permite su observación 

directa al microscopio. Además, presenta una alta producción de embriones, 

que en condiciones óptimas, genera entre 250-300 hijos. Por estas razones, 

este organismo resulta útil para realizar análisis genéticos. Puede manejarse y 

cultivarse en grandes cantidades en cajas Petri con medio o en cultivos 

líquidos, y aunque morfológicamente es simple, cuenta con sistemas digestivo, 

excretor, muscular, nervioso y reproductor (Wood, 1988).  

  El C. elegans es un nemátodo terrestre de vida libre y en el laboratorio 

se alimenta de la bacteria Escherichia coli. A 20oC, el nemátodo alcanza la 

madurez sexual a los 3 días y vive hasta 17 días más. Tiene cuatro etapas 

larvarias conocidas como L1-L4 las cuales se caracterizan por la presencia de 

mudas. Después de la cuarta muda, los adultos son fértiles (Wood, 1988). En 

general, el primer estadio larval consta de 558 células mientras que los 

estadios adultos están formados por 959 y 1031 en el caso de hermafroditas y 

machos, respectivamente (Wiley y Sons, 2000). 

El C. elegans tiene 6 cromosomas, 5 autosómicos y uno sexual. Los 

hermafroditas son diploides para los seis cromosomas (XX), mientras que los 

machos lo son para los cromosomas autosómicos, presentando solo un 

cromosoma sexual X (X0) (Wood, 1988). El tamaño del genoma haploide es de 

8 X 107 pares de bases, lo cual representa 8 veces el tamaño de S. cerevisiae 

o la mitad del genoma de Drosophila (Wood, 1988). Se estima que 2/3 partes 

de los genes humanos poseen ortólogos representados en el genoma de este 

nemátodo (Riddle et al., 1997). 
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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 proporción que de machos. Los machos aparecen espontáneamente 

dentro de poblaciones de hermafroditas. La frecuencia de aparición de machos 

en una población normal es de 1 por cada 500 animales (Wood, 1988) pero a 

partir de una cruza se puede obtener el 50% de machos. 

El C. elegans es un organismo útil para realizar diversos estudios 

genéticos, entre los que se encuentran la integración eficiente de arreglos 

extracromosomales para la expresión específica de ciertos genes, así como 

diversas estrategias moleculares entre las que se incluye el uso de 

transposones y el RNAi. Además, es posible realizar una fusión con la proteína 

verde fluorescente (GFP) y promotores específicos de determinados genes 

para realizar ensayos sobre su patrón de expresión in vivo (Wiley y Sons, 

2000). 

 

 

1.2. DESARROLLO DE LA GÓNADA SOMÁTICA Y LA LÍNEA GERMINAL 
 

   Durante el desarrollo embrionario una serie de divisiones celulares 

asimétricas dan lugar a la formación de la célula germinal primordial P4. Las 

células germinales son derivadas exclusivamente de esta célula P4, la cual es 

llevada al interior del embrión durante el proceso de gastrulación en el estadio 

de aproximadamente 28 células, se divide de forma simétrica en el estadio de 

100 células, formando dos precursores de la línea germinal: sus descendientes 

Z2 y Z3 los cuales son conocidos como células germinales primordiales (PGCs) 

(Hubbart y Greenstein 2000).   

   Tanto los machos como los hermafroditas eclosionan con un primordio 

gonadal formado por 4 células. Dos de éstas, Z1 y Z4 son las precursoras de la 

gónada somática, mientras que las células encargadas de formar la línea 

germinal reciben el nombre de Z2 y Z3 (Figura 1). Z1 y Z4 forman, en el caso 

de los hermafroditas, las células del extremo distal (DTCs), las células de la 

vaina, la espermateca y el útero (Hubbart y Greenstein 2000).  

   En los hermafroditas, Z1 y Z4 forman 12 células durante el estadio L1. 

Durante L2, 10 de estas células se juntan en el centro de la gónada. Conforme 
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avanza el desarrollo larval, las células somáticas en el centro de la gónada 

continúan dividiéndose para formar el útero y la espermateca. En el estadio L3 

las regiones anterior y posterior se elongan y en L4 el tejido gira 180oC 

formando una gónada en forma de U. Una célula somática (DTC) se localiza en 

el extremo  de cada uno de los tubos elongados. Durante el desarrollo post-

embrionario del hermafrodita, Z1 y Z4 se dividen para formar las DTCs,  las 

células de la vaina, la espermateca y el útero (Hubbart y Greenstein, 2000). 

               En los machos, Z1 y Z4 generan 10 células durante los estadios 

larvales L1 y L2. De éstas, 8 células se mueven únicamente hacia el extremo 

anterior originando una estructura asimétrica. Dos células somáticas (DTCs) se 

localizan en el extremo distal de la gónada. El tejido gonadal se desarrolla 

primero con una dirección anterior y luego posteriormente hacia la cloaca 

(Wood 1988). Durante L3 y L4, estas células forman las células somáticas de la 

gónada, los vasos deferentes y la vesícula seminal. Las diversas divisiones 

post-embrionarias de las células Z1 y Z4 formarán un tejido celular de 

aproximadamente 56 células (Hubbart y Greenstein, 2000).   
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Figura 1. Diagrama del linaje celular (izquierda) y de las divisiones celulares (derecha) que 

ocurren durante la embriogénesis en C. elegans. En el diagrama del linaje, las líneas 

horizontales representan cada una de las divisiones celulares. Las líneas de color negro 

representan el linaje de las células que dan origen a la línea germinal, P0, P1, P2, P3 y P4. El 

diagrama de la izquierda representa los estadios de la embriogénesis donde se encuentra cada 

uno de los blastómeros (P0-P4). El linaje AB da lugar a la formación de hipodermis, neuronas, 

músculos faríngeos, músculos del cuerpo y glándulas. Los linajes MS y E, los cuales derivan de 

EMS, forman  músculos del cuerpo, músculos faríngeos, neuronas y glándulas así como el 

intestino. El linaje que deriva de C forma hipodermis, músculos del cuerpo y neuronas. Un 

grupo especializado de células musculares se derivan del linaje somático D. Los precursores 

de la línea germinal son las células Z2 y Z3. Tomado y modificado de: Guedes S. and J. Priess, 

1977; Strome S. and W. B. Wood, 1982. 

 

CÉLULAS SOMÁTICAS

CÉLULAS GERMINALES

1 célula

2 células

4 células

12 células

28 células
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En general, la diferenciación de los blastómeros somáticos de los 

blastómeros de la línea germinal está determinada por tres propiedades 

generales que distinguen estos dos tipos celulares: la supresión de mRNAs de 

origen materno, la activación de la expresión de proteínas específicas y la 

presencia de estructuras electrodensas o gránulos P específicos de la línea 

germinal (Shimada et al., 2006; Guedes y Priess, 1977). En el caso de la 

diferenciación del linaje somático, algunos de los destinos celulares en el 

embrión de estadios tempranos son especificados por los dos factores de 

transcripción de origen materno: SKN-1 y PAL-1. Diversos estudios han 

demostrado que la transcripción de los genes skn-1 y pal-1 durante la 

embriogénesis se encuentra reprimida en los blastómeros de la línea germinal. 

Por su parte, la represión traduccional en los blastómeros de la línea germinal 

requiere a la proteína de origen materno PIE-1 la cual se encuentra presente 

en estos blastómeros germinales. En general, las proteínas que constituyen 

estos gránulos P llevan a cabo funciones importantes para el establecimiento y 

mantenimiento del linaje germinal a partir de la diferenciación de blastómeros 

específicos (Guedes y Priess, 1977).  

Los gránulos P son partículas citoplasmáticas que están presentes en 

las células germinales a lo largo de todo el ciclo de vida de C. elegans. Los 

gránulos P se distribuyen uniformemente en el ovocito y en los embriones 

recién fertilizados y posteriormente se localizan en la parte posterior del 

embrión. Los gránulos P migran a través del citoplasma y se asocian con la 

corteza mientras que aquellos que permanecen en la región anterior se 

desensamblan o degradan. De esta forma, esta localización asimétrica asegura 

que los gránulos P sean segregados únicamente y de manera inicial al 

blastómero P1 de la línea germinal (Figura 1). En las divisiones posteriores, los 

gránulos P continúan segregándose asimétricamente sólo a los blastómeros 

germinales P2 y P3. En estos blastómeros, los gránulos P se asocian con el 

núcleo y se mueven hacia aquella región del citoplasma destinada a formar a 

las células precursoras de la línea germinal, Z2 y Z3, provenientes del 

blastómero P4 (Tenenhaus et al., 1998). 
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1.2.1. LA GÓNADA DEL HERMAFRODITA 
 
 

La gónada del hermafrodita adulto esta formada por dos brazos 

tubulares, uno anterior y otro posterior. Cada uno de éstos presenta en el 

extremo proximal una espermateca y ambos se encuentran unidos a un útero 

común. El útero se localiza de forma ventral en el cuerpo del animal y se abre 

al exterior a través de la vulva. En el caso de los hermafroditas, la producción 

de esperma es transitoria, las primeras 40 células de cada brazo de la gónada 

que entran en meiosis forman aproximadamente 160 espermatozoides, los 

cuales se almacenan en la espermateca. Posteriormente, la espermatogénesis 

cesa e inicia la producción de ovocitos u ovogénesis. La fertilización se lleva a 

cabo cuando los ovocitos pasan a través de la espermateca y posteriormente el 

cigoto es depositado en el útero (Figura 2) (Wood, 1988).  

 
 

 
 

Figura 2. Esquema de uno de los dos brazos de la gónada de C. elegans hermafrodita adulto 

que muestra el desarrollo de las células germinales a lo largo de este tejido. La célula del 

extremo distal o DTC mantiene a las células en constante mitosis, mientras que aquellas que 

se alejan de la influencia de estas células, entran a meiosis en una zona conocida como 

transición. Las primeras 40 células que entran a la meiosis forman 160 espermatozoides que 

se almacenan en la espermateca. Posteriormente, solo se forman ovocitos. Cuando las células 

germinales pasan por el asa se celularizan e incrementan su tamaño. Estas células inician la 

ovogénesis y los ovocitos formados se apilan, uno tras otro, y pasan a través de la 

espermateca, momento en el cual son fertilizados. Los embriones son depositados en el útero y 

finalmente liberados a través de la vulva. Tomado y modificado de: P. Boag et al., 2005. 
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Cada brazo de la gónada se divide en tres porciones: una región distal, 

la cual tiene una población de células germinales en mitosis, el asa es la región 

donde las células germinales se convierten en ovocitos y la región proximal, 

sitio donde se ubican los ovocitos y la espermateca. La región distal esta 

formada por una población de células germinales que se dividen 

constantemente gracias a la influencia de las células somáticas distales 

(DTCs). Lejos de la influencia de estas células, los núcleos germinales entran 

en meiosis conforme se mueven hacia la parte proximal. En el asa, las células 

germinales incrementan su volumen y son delimitadas por membranas 

formando los ovocitos. Los ovocitos inician la meiosis y se detienen en la parte 

proximal de la gónada en la profase I de la meiosis (Figura 2) (Wood, 1988).  

Los ovocitos reciben una señal enviada por los espermatozoides que 

promueve su maduración. La proteína MSP, por sus siglas en inglés Major 

Sperm Protein, es parte de esta señalización, y promueve la maduración de los 

ovocitos, provocando la contracción de las células de la vaina en la parte 

proximal de la gónada para que los ovocitos puedan ser ovulados. Una 

mutación en el carboxilo terminal de la proteína MSP es capaz de promover la 

maduración de los ovocitos, pero no la contracción de las células de la vaina, 

mientras que el carboxilo terminal de esta proteína es capaz de promover la 

contracción de las células de la vaina, pero no la maduración de los ovocitos 

(Miller et al., 2001). 

 

 

1.2.2. LA GÓNADA DEL MACHO 
 

La gónada del macho solo tiene un brazo en forma de J con dos células 

distales (DTCs) localizadas en el extremo distal. En la región proximal, se 

localiza la espermateca, la cual almacena los espermatozoides. En el macho, la 

producción de esperma es constante (Wood, 1988). En el extremo distal, las 

células germinales se encuentran en mitosis. A diferencia de los ovocitos, los 

espermatozoides completan las dos divisiones de la meiosis para producir 

espermátidas maduras, las cuales son almacenadas en la vesícula seminal y 

liberadas durante la cópula a través de los vasos deferentes. En la parte 
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posterior, el macho presenta un gancho formado de neuronas, músculo y 

estructuras hipodermales que se utilizan durante el apareamiento. La base de 

este gancho presenta 2 espículas las cuales son introducidas dentro de la 

vulva del hermafrodita para facilitar la transferencia de esperma (Wood, 1988). 

 
 

1.3. LOS COMPONENTES DE LOS GRÁNULOS P EN LA LÍNEA GERMINAL 
DE C. elegans  
 
 

Los gránulos P juegan un papel importante durante la especificación, el 

mantenimiento y el desarrollo de la línea germinal en C. elegans. 

Descubrimientos recientes han demostrado que los gránulos P se encuentran 

asociados a los poros nucleares en la línea germinal sugiriendo que estos 

gránulos tienen acceso a la mayoría de los mRNAs que se desplazan desde el 

núcleo hacia el citoplasma. Algunos mRNAs pueden ser retenidos 

específicamente en los gránulos P al permanecer unidos a proteínas con 

motivos de unión a RNA que se encuentran en estas estructuras 

electrodensas. Otra opción es que las proteínas asociadas a estos gránulos 

faciliten el movimiento o exportación de los mRNAs desde el núcleo hacia el 

citoplasma (Anahita et al., 2001). 

Las proteínas PGL-1, GLH-1, GLH-2, GLH-3, GLH-4, PIE-1, GLD-1, 

MEX-1, MEX-3 y POS-1 son algunos de los componentes que en C. elegans se 

encuentran asociados a los gránulos P. Las proteínas que se encuentran 

asociadas a estos gránulos son esenciales para la embriogénesis y el 

desarrollo de la línea germinal (Kawasaki et al., 2004). La mayoría de estas 

proteínas presentan uno o más motivos de unión a RNA por lo que se cree que 

llevan a cabo funciones importantes relacionadas a esta molécula (Anahita et 

al., 2001). A continuación se describen algunas proteínas que forman parte de 

estas estructuras citoplasmáticas llamadas gránulos P. 

El gen pie-1, por sus siglas en inglés pharynx and intestine in excess, 

codifica para una proteína con dos dedos de zinc y se distribuye 

uniformemente en los ovocitos así como en embriones recién fertilizados. 

Durante la embriogénesis temprana PIE-1 se detecta sólo en los blastómeros 

germinales. Los embriones mutantes para este gen no desarrollan línea 
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germinal (Mello et al., 1996). Evidencias genéticas y bioquímicas sugieren que 

PIE-1 reprime de manera específica la transcripción de mRNAs en los 

blastómeros de la línea germinal. Del mismo modo existe evidencia del papel 

de esta proteína en la represión traduccional de RNAs mensajeros específicos. 

Este sistema de represión puede ser parte de un mecanismo evolutivamente 

conservado que distingue la línea germinal del soma en etapas tempranas 

durante la embriogénesis (Tenenhaus et al., 1998). 

Al igual que otros componentes de los gránulos P, MEX-1 es una 

proteína que se requiere para el desarrollo de las células germinales. Esta 

proteína se encuentra presente en los blastómeros de línea germinal de 

embriones tempranos y es un componente específico de gránulos P. MEX-1 

carece de una señal de localización nuclear por lo que se distribuye 

principalmente en el citoplasma. Se sabe que esta proteína está involucrada en 

la expresión y distribución de PIE-1 en los blastómeros que dan origen a la 

línea germinal debido a que, durante la embriogénesis, la falta de mex-1 

ocasiona la deslocalización de PIE-1 en múltiples blastómeros, así como una 

asociación reducida con gránulos P ocasionando la ausencia de línea germinal 

y una inadecuada diferenciación del tejido somático (Guedes y Priess, 1977). 

La proteína PGL-1 es una proteína de unión a RNA que contiene en el 

extremo carboxilo terminal un motivo RGG comúnmente encontrado en 

proteínas que se unen a RNA. PGL-1 está presente en los gránulos P a lo largo 

de todos los estadios de desarrollo y es esencial para la fertilidad de C. 

elegans. Por análisis de tipo Northern blot se ha demostrado que el transcrito 

de pgl-1 se expresa específicamente en la línea germinal tanto de machos 

como de hermafroditas. El gen pgl-1, por sus siglas en inglés P granule 

abnormality, codifica una proteína de 730 aminoácidos con un motivo RGG. 

Durante la ovogénesis, esta proteína se disocia de la membrana nuclear y se 

dispersa por todo el citoplasma. Los mutantes homócigos para el gen pgl-1 son 

estériles debido a que la gónada no logra proliferar (Kawasaki et al., 1998).  

PGL-3 es un componente que se encuentra asociado a los gránulos P 

en todos los estadios del desarrollo, mientras que PGL-2 es otra proteína 

asociada a gránulos P exclusivamente durante el desarrollo post-embrionario. 

Los hermafroditas mutantes en los genes pgl-2 y pgl-3 muestran defectos en la 

proliferación de la línea germinal así como en la producción de gametos y 
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embriones viables. En experimentos in vitro se ha demostrado que las 

proteínas PGL-1, PGL-2 y PGL-3 interaccionan entre ellas y se localizan en los 

gránulos P de manera independiente una de otra (Kawasaki et al., 2004). 

Los genes glh, por sus siglas en inglés germline helicase, presentan una 

alta homología con Vasa de Drosophila. Las proteínas GLH-1, GLH-2, GLH-3 y 

GLH-4 contienen nueve motivos conservados característicos de las helicasas 

de RNA pertenecientes a la familia DEAD, así como un extremo amino terminal 

rico en residuos de glicina (GFGGXn) y son redundantes para el funcionamiento 

de la línea germinal. Estas proteínas también muestran diferencias con Vasa y 

otras helicasas de RNA debido a que  contienen múltiples dedos de zinc de tipo 

CCHC similares a aquellos encontrados en las proteínas celulares de unión a 

ácidos nucleicos o CNBP, los cuales permiten una unión altamente específica  

a las moléculas de RNA. Las proteínas GLHs se encuentran presentes de 

manera constitutiva en los gránulos P. Basado en experimentos de RNA de 

interferencia (RNAi) se ha demostrado que estas proteínas muestran funciones 

redundantes en la línea germinal de C. elegans. Los animales hermafroditas 

con RNAi en los genes glh muestran la ausencia de ovocitos debido a que las 

células germinales no logran continuar la meiosis y se detienen en paquíteno 

(Kathleen et al., 2000). 

OMA-1 es una familia de proteínas que presenta dos dedos de zinc 

CCCH cuyo papel es importante para la adecuada maduración de los ovocitos. 

El genoma de C. elegans codifica tres de estas proteínas: OMA-1, OMA-2 y 

OMA-3. Cada uno de los transcritos de los genes oma se expresan desde la 

parte distal hasta la región más proximal de la gónada, mientras que sus 

correspondientes proteínas se acumulan de manera específica en el 

citoplasma de los ovocitos en aquellos sitios donde se localizan los gránulos P. 

Del mismo modo, estas proteínas se encuentran asociadas a los gránulos P en 

etapas tempranas de la embriogénesis. La falta de alguno de estos tres genes 

causa un arresto en la maduración de los ovocitos, así como una elevada 

letalidad embrionaria. Diversos estudios han demostrado que las proteínas 

OMA son necesarias para la adecuada distribución de PGL-1, MEX-1 y PIE-1, 

los cuales son reguladores cruciales en la especificación de la línea germinal 

de C. elegans (Shimada et al., 2006). Por otra parte, se ha descrito que CGH-1 

es una proteína  que se encuentra asociada a los gránulos P durante la 
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ovogénesis y la embriogénesis y cuyo papel es importante para una adecuada 

función tanto de los ovocitos como de los espermatozoides. CGH-1 protege a 

las células germinales de la apoptosis fisiológica (Navarro et al., 2001). 

Se han encontrado pocos RNAs asociados a gránulos P. Algunos de 

ellos son los transcritos de los genes nos-2 y pos-1, los cuales son 

componentes de origen materno. Al igual que su homólogo en Drosophila, nos-

2 codifica una proteína que es un componente de los gránulos P y cuya función 

está relacionada a la regulación de la proliferación de las células germinales 

(Kawasaki et al., 2004). Por su parte, pos-1 codifica una proteína con un 

dominio tipo dedos de zinc y cuyo papel es importante en la proliferación de la 

línea germinal (Kawasaki et al., 2004). 

 

 
1.4. LAS HELICASAS DE RNA DE LA FAMILIA DEAD 
  
 

Las proteínas de la familia  DEAD han sido consideradas como 

helicasas de RNA debido a que desenrollan la estructura secundaria de esta 

molécula a través de un mecanismo dependiente de ATP. Actualmente se 

piensa que más que desenrollar moléculas de RNA, las helicasas de RNA 

remodelan complejos de ribonucleoproteínas, ya sea promoviendo la 

interacción entre estos, o terminando dichas interacciones (Linder, 2006). En el 

genoma de los eucariontes se encuentran varias de estas proteínas, las cuales 

están involucradas en la sobrevivencia y el desarrollo del organismo, a través 

de su participación en diversos procesos celulares tales como: la transcripción, 

la traducción, la biogénesis de los ribosomas, el splicing, la estabilidad del 

RNA, así como su exportación al citoplasma, la pre-edición de mRNAs, el 

recambio de RNA y la síntesis de RNAi (Linder y Lasko, 2006; Tanner y Linder, 

2001). Vasa fue una de las primeras proteínas tipo DEAD identificada en 

Drosophila y se sabe que participa en la traducción de RNAs mensajeros 

específicos (Linder y Lasko, 2006). 
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1.4.1. LAS HELICASAS DE RNA Y LAS CÉLULAS GERMINALES  
 

La línea germinal del nematodo C. elegans, como en el caso de varios 

organismos, está predeterminada. Esto quiere decir que los componentes que 

la forman se heredan a través de los ovocitos (Tanaka et al., 2000). En 

Drosophila, los precursores de la línea germinal migran hacia el polo posterior 

del embrión (Bruce  et al., 1988). El citoplasma germinal, conocido en 

Drosophila como gránulos polares, está formado principalmente de partículas 

electro-densas que son ricas en moléculas de RNA y proteínas (Wylie, 2000). 

En Xenopus laevis estas partículas son llamadas gránulos germinales, mientras 

que en Caenorhabditis elegans se conocen como gránulos P (Wylie, 2000).  

Entre los componentes del plasma germinal de Drosophila, están las 

proteínas Oskar, Vasa, Nanos y Tudor. El gen vasa es uno de los más 

caracterizados y codifica una helicasa de RNA dependiente de ATP 

perteneciente a la familia DEAD (Noce et al., 2001). La proteína Vasa se 

requiere para el ensamblaje y la función del citoplasma germinal. Las mutantes 

en este gen tienen un inadecuado ensamblaje de los gránulos polares, así 

como una ovogénesis anormal (Tanaka et al., 2000).  

Las mutantes heterócigas para el gen vasa tienen hijos que pueden 

completar la embriogénesis debido a que heredan la proteína materna, sin 

embargo, como no pueden expresar esta proteína posteriormente en el 

desarrollo, se vuelven hembras estériles. Por otro lado, las mutantes en vasa 

que carecen de esta proteína durante su desarrollo embrionario se mueren 

durante la embriogénesis ya que la línea germinal no se forma correctamente 

(Tanaka et al., 2000). 

La proteína Vasa tiene una identidad de 27% con el factor de inicio de la 

traducción eIF4A. Este factor es uno de los componentes del complejo de 

proteínas involucrado en el reconocimiento del cap en el extremo 5´ y en el 

desenrrollamiento de los mRNAs  favoreciendo la unión de éstos con los 

ribosomas, regulando así la traducción de mensajeros específicos. La función 

del factor eIF4A es unir y desenrrollar mRNAs de una manera dependiente de 

ATP durante el inicio de la traducción de los RNAs mensajeros (Bruce  et al., 

1988). Diversos estudios han sugerido que Vasa funciona como un regulador 

Neevia docConverter 5.1



 

 

25

traduccional de mRNAs específicos a través de la interacción con el factor de 

inicio de la traducción, eIF5B. Dicha interacción es necesaria para la progresión 

de la ovogénesis así como para la especificación de las células germinales. De 

manera específica, se sabe que  el extremo carboxilo terminal de la proteína 

Vasa es necesario para la interacción con el eIF5B (Johnstone y Lasko, 2004). 

En ratón, los mutantes homócigos machos en vasa (Mvh), son estériles 

a diferencia de las hembras que son fértiles. Esta diferencia se debe a que en 

las mutantes en Mvh, la espermatogénesis se encuentra bloqueada en la fase 

de leptóteno y cigóteno de la meiosis, indicando con ello que este gen juega un 

papel para la progresión de la espermatogénesis. En mamíferos, la proteína 

VASA se expresa en el citoplasma de las células germinales tanto en machos 

como en hembras así como en estadios tempranos de la embriogénesis (Noce 

et al., 2001).  

Belle es una helicasa de RNA tipo DEAD de Drosophila. Esta proteína 

muestra una alta homología con las proteínas Vasa de Drosophila y Ded1p de 

Saccharomyces cerevisiae, la cual se sabe está involucrada en el inicio de la 

traducción. En ensayos de complementación se ha demostrado que la función 

de Dep1p puede ser sustituida por la proteína Belle sugiriendo la participación 

de esta helicasa de RNA durante el proceso de traducción. En Drosophila, la 

ausencia de Belle causa un retraso en el crecimiento de larvas, así como 

esterilidad en machos. Estos últimos muestran defectos en el tamaño de los 

núcleos así como una incorrecta citocinesis durante la meiosis. Del mismo 

modo, Belle es también necesaria para la fertilidad en hembras. Las hembras 

mutantes homócigas 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 mayoría de las cámaras de huevo degeneran. Belle co-

localiza con Vasa en el plasma germinal así como en la parte posterior del 

ovocito en Drosophila (Johnstone et al., 2004). 

En C. elegans el homólogo de vasa es conocido como vbh-1, por su 

similitud con vasa  y belle de Drosophila. El uso de anticuerpos contra la 

proteína VBH-1 ha demostrado que ésta se expresa en la línea germinal tanto 

de machos como de hembras. La proteína VBH-1 se localiza en el citoplasma 

de las células germinales y es abundante en gránulos P en ambos sexos 

(Salinas et al., 2007). Además, a través del uso de RNAi, se ha encontrado que 
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el gen vbh-1 es esencial para la función de la línea germinal en C. elegans. Los 

animales hermafroditas vbh-1(RNAi) tienen un número reducido de hijos y un 

porcentaje pequeño de embriones se mueren durante la embriogéneis (Salinas 

et al., 2007) 
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2. HIPÓTESIS 
 
En varios organismos los componentes de los gránulos polares son 

importantes para el desarrollo de la línea germinal debido a que los animales 

que carecen de estas proteínas son estériles o causan letalidad embrionaria. 

En C. elegans un componente de gránulos P, llamado VBH-1, sugiere una 

función conservada y específica durante el desarrollo y regulación de la línea 

germinal. 

 
 
 
3. OBJETIVO GENERAL  
 

Nuestro objetivo general es entender la regulación de la formación y desarrollo 

de la línea germinal del nemátodo C. elegans. En este trabajo estudiamos a 

VBH-1, una proteína específica de éste tejido. Proponemos que esta proteína 

juega un papel esencial en la regulación de la línea germinal y en la estabilidad 

de RNAs que participan en la formación de este tejido. 

 

  
3.1. OBJETIVOS PARTICULARES 
 

• Determinar el patrón de expresión de VBH-1 en mutantes afectadas en el 

desarrollo de la línea germinal. 

• Estudiar los efectos de la falta de expresión de vbh-1, utilizando RNA de 

interferencia. 

• Identificar los genes que en ausencia de VBH-1 modifiquen su expresión, 

por medio de un análisis de  microarreglos de DNA. 

• Identificar a los genes obtenidos en el análisis del microarreglo y establecer 

si existe alguna relación entre estos y VBH-1, mediante RNA de 

interferencia. 

• Seleccionar los genes cuya expresión dependa y se relacione con VBH-1 y 

explorar su función en la regulación de la línea germinal. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
4.1. MANTENIMIENTO DE NEMÁTODOS Y CEPAS UTILIZADAS 
 

El nemátodo Caenorhabditis elegans se creció en cajas con medio 

NGM-LITE a las cuales se les había colocado sobre la superficie unas gotas de 

un cultivo de la cepa OP50-1 de Escherichia coli. Para preparar un litro de 

medio NGM-LITE (por sus siglas en inglés Nematode Growth Medium) 

(Brenner, 1974) se agregó: 

 

NaCl                                                                     2 g 

Bactotriptona                                                      4 g 

Fosfato de Potasio Monobásico (KH2PO4)       3 g 

Fosfato de Potasio Dibásico (K2HPO4)           0.5 g 

Colesterol                                                          0.008  g 

 

Se agregaron 20 g de agar por litro de medio y se esterilizó por 

autoclave durante 20 minutos a 121oC a 15 libras de presión. El medio se vació 

en cajas Petri las cuales fueron almacenadas a 4oC.  

 

 
4.2. INDUCCIÓN DE RNA DE DOBLE CADENA EN BACTERIAS PARA 
HACER RNAi POR ALIMENTACIÓN (PROTOCOLO EN MEDIO LÍQUIDO)  
 

El silenciamiento de la expresión de un gen de manera transitoria puede 

llevarse a cabo a través de RNA de interferencia (RNAi) (Fire et al., 1998; 

Timmons L., et al., 2003). Este es un mecanismo conservado en varios 

organismos que consiste en el silenciamiento de la expresión de un gen a 

través  de RNA de doble cadena no codificante. Cuando un RNA de doble 

cadena es introducido a un organismo, este es cortado por la enzima Dicer en 

fragmentos de aproximadamente 21 nucleótidos. Los fragmentos de RNA de 

doble cadena reciben el nombre de “RNAs pequeños de interferencia”: siRNA. 
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Posteriormente, estos siRNA se incorporan a un complejo de proteínas 

formando el “complejo silenciador inducido por RNA” o RISC por sus siglas en 

inglés. En este complejo los fragmentos de RNA sirven como molde para 

degradar el RNA mensajero complementario y por otra parte sirven como 

templado para la producción de más siRNA y propagar la señal de RNAi 

(Fraser et al., 2000). Esta técnica se usa en C. elegans de manera exitosa 

debido a que estos animales pueden ser alimentados con bacterias que 

producen el RNA de doble cadena correspondiente al gen que se desea 

suprimir (Timmons et al., 2001). 

Para inducir la formación de RNA de doble cadena del gen vbh-1 así 

como de los genes de la ubiquitinación, se realizó el siguiente protocolo: se 

creció un cultivo de bacterias que expresan a cada uno de los plásmidos que 

contienen una gen específico para hacer RNA de interferencia, obtenidas a 

partir de una biblioteca de RNAi (Open Biosystems) a una densidad óptica de 

0.6 a 595 nm a 37º C en presencia de los antibióticos ampicilina y tetraciclina a 

una concentración de 50 µg/ml y 12.5 µg/ml, respectivamente. Se agregó IPTG 

a una concentración de 0.4 mM por 2 h a 37oC para inducir la transcripción de 

RNA. Cada uno de los plásmidos utilizados contiene el gen de interés 

flanqueado por los sitios T7 del bacteriófago lambda, por lo que al colocarse el 

IPTG se induce la transcripción del gen en ambos sentidos promoviendo la 

formación de un RNA de doble cadena, el cual servirá como molde para llevar 

a acabo la interferencia de un RNA mensajero específico. Al término de la 

incubación las bacterias se recuperaron por centrifugación, se resuspendieron 

en un medio compuesto por 25 ml de LB, 25 ml de glicerol al 50%, 0.4 mM de 

IPTG, 50 µg/ml de ampicilina y 12.5 µg/ml de tetraciclina. Finalmente se 

hicieron alícuotas de 1 ml, se congelaron inmediatamente y se almacenaron a 

–80ºC. Una alícuota de las bacterias inducidas con el gen de interés se 

centrifugó a 8000 rpm durante 2 min. Se retiró el sobrenadante y la pastilla se 

resuspendió en 100 µl de medio LB que contenía 50 µg/ml de ampicilina, 12.5 

µg/ml de tetraciclina y 0.4 mM de IPTG. Cincuenta microlitros de la mezcla 

bacteria-medio se colocaron sobre la superficie de las cajas con medio NGM-

LITE adicionado con 30 g de agar y antibióticos y se dejaron secar a 

temperatura ambiente. Estas se usaron inmediatamente o se almacenaron a 

4oC hasta por una semana. 
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4.3. INTERFERENCIA DE RNA DE GENES ESPECÍFICOS DE LÍNEA 
GERMINAL (PROTOCOLO EN CAJAS CON MEDIO SÓLIDO)  
 

Para poder llevar a cabo el RNA de interferencia de varios de los genes 

encontrados en el análisis de microarreglos se utilizó el método de interferencia 

de RNA de Fraser et al., (2000), el cual se describe a continuación. Para la 

inducción de RNA de doble cadena se colocaron 200 µl de cultivo de la 

bacterias que contiene el gen de interés en cajas con medio NGM-LITE el cual 

contenía una concentración 1 mM de IPTG y los antibióticos carbencilina y 

tetraciclina a una concentración final de 50 µg/ml y 12.5 µg/ml, 

respectivamente. La inducción se realizó durante 18 h a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se colocó una larva silvestre L4 y se incubó 72 h a 24ºC. 

Durante este periodo de incubación el animal colocado en la caja Petri tuvo su 

descendencia que se alimentó de bacterias con RNA de doble cadena. Como 

control, se utilizaron animales crecidos en bacteria que contiene el plásmido sin 

inserto al cual denominamos plásmido vacío. 

 

 

4.4. OBTENCIÓN DE MUESTRAS PARA EL ANÁLISIS CON 
MICROARREGLOS DE DNA 

 

Para realizar el análisis con microarreglos de DNA se realizó una 

extracción de RNA de animales silvestres N2(PV) y vbh-1(RNAi). La extracción 

de RNA fue realizada por la bióloga Marta Castro. Se colocaron 20 animales 

silvestres L4 o adultos en 20 cajas Petri de 10 cm con bacteria OP50-1 y se 

crecieron durante 3 días a 20oC. Después de este tiempo, se tuvieron animales 

adultos grávidos los cuales fueron colectados en un tubo falcon de 15 ml con10 

ml de buffer M9 (Por litro: 6 g de Na2HPO4, 3 g de KH2PO4, 5 g de NaCl y 0.25 

g de MgSO4.7H2O; se esteriliza por autoclave). Para limpiar las muestras de 

animales de las bacterias que conforman su comida, los tubos se colocaron en 

hielo; en estas condiciones los animales dejan de moverse y se van al fondo 

del tubo. Posteriormente se retiró el exceso de líquido dejando un volumen de 
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4 ml. A este volumen se le agregaron 400 µl de NaOH 5 N y 800 µl de cloro 

comercial y se agitó vigorosamente durante 7 min para facilitar la ruptura de los 

animales y la obtención de embriones. Posteriormente, la muestra se centrifugó 

a 500 rpm en una centrífuga clínica de mesa durante 30 seg, se retiró el 

sobrenadante (con cuidado de no pipetear los embriones) y se lavaron 

agregando 10 ml de buffer M9, se agitó la muestra y se centrifugó nuevamente. 

Para asegurar que los embriones se limpiaran completamente del cloro e 

hidróxido de sodio, los lavados se repitieron 2 veces más y al término de éstos, 

el total de embriones obtenidos fue colocado en un vaso de precipitado de 50 

ml con un volumen de M9 de 40 ml. La muestra se cubrió con parafilm y se 

incubó a 20oC durante toda la noche. En este paso los embriones terminan la 

embriogénesis y las larvas que eclosionan detienen su crecimiento debido a la 

falta de alimento. Después de la incubación, alrededor de 3000 larvas fueron 

colocadas por caja Petri de 10 cm, las cuales contenían bacterias con el 

plásmido vacío (5) o bacterias con RNA de doble cadena contra el gen vbh-1 

(plásmido: pSZ1) (5); a estos animales se les llamó N2(PV) y vbh-1(RNAi), 

respectivamente. Los animales fueron incubados a 20oC durante 3 días hasta 

que fueron adultos jóvenes. Los animales adultos de un día fueron colectados 

con buffer M9 y colocados en un tubo de centrífuga en un volumen final de 12 

ml. Se realizaron lavados para eliminar a las bacterias y al término del último 

lavado, se retiró por completo el buffer M9 y se agregaron 500 µl de Trizol 

(INVITROGEN), se mezcló y se congeló a -70oC. 

 La extracción de RNA se realizó siguiendo las instrucciones del 

fabricante (INVITROGEN) y se describe brevemente a continuación. Las 

muestras fueron descongeladas y colocadas en un mortero que contenía 

nitrógeno líquido y una vez que la muestra se congeló, formándose una pastilla 

sólida, se molieron los animales con un pistilo. Este paso de trituración se 

repitió por lo menos 3 veces más, posteriormente la mezcla se recuperó en un 

tubo eppendorf y se dejó reposar por 5 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se agregaron 100 µl de cloroformo a cada muestra, se agitó 

vigorosamente durante 15 segundos y se incubaron por 3 min a temperatura 

ambiente. Las muestras se centrifugaron a 13 400 rpm por 15 min a 4oC y se 

recuperó la fase acuosa (la cual contiene al RNA) y se transfirió a un tubo 

nuevo. A cada muestra obtenida se le agregó 250 µl de isopropanol para 
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precipitar el RNA, se agitó y se incubó por 10 min a temperatura ambiente. Se 

centrifugó  a 13 400 rpm por 10 min a 4oC y se retiró el sobrenadante. La 

pastilla se lavó con 500 µl de etanol al 70%, se centrifugó a 13 400 rpm por 5 

min a temperatura ambiente y se retiró el sobrenadante. Finalmente, la pastilla 

se dejó secar por 5 min y se resuspendió en 60 µl de H20 tratada con DEPC. 

Para llevar a cabo la cuantificación de RNA se utilizaron 2 µl de muestra y 998 

µl de H20 DEPC, la dilución se leyó en un espectofotómetro a una densidad 

óptica de 260 y 280 nm. 

La unidad de Microarreglos de la UNAM a cargo del Dr. Jorge Ramírez llevó 

a cabo el proceso de producción de laminillas, cDNA, hibridación con los 

microarreglos y el análisis de datos. Las laminillas se construyeron por medio 

de la amplificación por PCR de genes específicos de la línea germinal 

utilizando oligonucleótidos diseñados por nuestra colaboradora la Dra. Valerie 

Reinke (Yale University). La Dra. Reinke diseñó oligonucleótidos de los genes 

que se expresan exclusivamente en la línea germinal y en los ovocitos (Reinke, 

2000). En la unidad de Microarreglos de la UNAM se hicieron 2 rondas de PCR 

debido a que en la primera ronda hubo algunos genes que no se amplificaron, 

por lo que fue necesario realizar una segundo PCR. Los productos de PCR 

fueron purificados y colocados por duplicado en las laminillas. Para el marcado 

de la sonda, se realizó la síntesis in vitro de cDNA de cadena sencilla 

colocando el RNA total en una mezcla que incluye un oligodesoxinucleótido poli 

T, desoxinucleótidos A, C, G y T y una porción de desoxinucleótido T marcado 

con una molécula fluorescente llamada dUTP-Cy3 o cianina 3 y dUTP-Cy5 o 

cianina 5 tanto a la muestra experimental, como a la muestra control, 

respectivamente. La síntesis de cDNA se llevó a cabo agregando la enzima 

transcriptasa reversa y finalmente el cDNA marcado se purificó con el objetivo 

de eliminar el desoxinucleótido fluorescente no incorporado al cDNA. Se 

obtuvieron las sondas marcadas con los fluoróforos respectivos. La muestra 

control se marcó con el fluoróforo verde o Cy5, mientras que la muestra 

experimental fue marcada de color rojo con el fluoróforo Cy3. 

La lectura de los microarreglos se realizó utilizando una cámara digital 

donde un láser excita a las moléculas fluorescentes unidas al cDNA, 

obteniéndose así una imagen de cada una de las muestras. Este procedimiento 

se realizó para cada fluoróforo y se obtuvieron dos imágenes, una para el 
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fluoróforo Cy3, el cual muestra un color rojo, y otra para el fluoróforo Cy5, al 

que se asignó un color verde. Para el análisis del microarreglo es importante 

saber que los puntos verdes o todas aquellas tonalidades verde claro 

representan todos aquellos genes que disminuyeron sus niveles de expresión, 

mientras que todos aquellos puntos de color rojo o tonalidades anaranjadas 

deben ser interpretadas como genes que aumentaron sus niveles de expresión. 

Finalmente, los puntos de color amarillo representan aquellos genes que 

muestran niveles de expresión similar tanto en la condición control como en la 

experimental. Para la obtención de valores cuantitativos de cada una de las 

señales de fluorescencia presentes en el microarreglo, se analizaron las 

imágenes utilizando los programas Pro-Arrays Analizer y Gene Arise 

Microarrays Analizer como un filtro para depurar las imágenes de señales no 

deseadas, que de manera regular se encuentran en las muestras, así como el 

uso de algoritmos para realizar la Normalización de los datos, respectivamente. 

Después de haberse establecido las áreas a cuantificar, se calculó la densidad 

de los pixeles en cada una de las áreas y  se obtuvo una lista de datos entre 

los que destacan: las coordenadas,  los valores de densidad, los valores de 

fondo y la señal para cada una de las muestras. 

 

 

4.5. MONTAJE DE NEMÁTODOS EN PLACAS DE AGAR Y MICROSCOPÍA 
TIPO NOMARSKI 
 

La observación de los nemátodos se llevó a cabo utilizando portaobjetos 

con agarosa  (INVITROGEN) al 2%, las cuales fueron hechas de la siguiente 

manera. Se pusieron dos portaobjetos, cubiertos con 3 capas de cinta adhesiva 

sobre cada una de sus caras para dar cierto espesor y se colocó un 

portaobjetos entre ellos. Se agregó una gota de agarosa al 2%, disuelta en 

agua, sobre el portaobjetos y se colocó otro portaobjetos sobre éste, de tal 

forma que la gota de agarosa se disperse. Una vez solidificada la agarosa, se 

retiró uno de los portaobjetos. El portaobjetos con la agarosa se utilizó 

posteriormente para colocar 10 µl de azida de sodio 40 mM como anestesia y 

10 animales. Una vez que éstos se dejaron de mover se colocaron 10 µl más 

de anestesia, un cubreobjetos encima y las muestras se observaron en un  
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microscopio Nikon Eclipse E600 equipado con una cámara digital AxioCam 

(Zeiss).  

 

 

4.6. ENSAYOS DE INMUNOTINCIONES 
 

Como parte del análisis del fenotipo de los animales RNAi para los 

genes de ubiquitina y vbh-1, se realizaron ensayos de inmunotinción utilizando 

anticuerpos policlonales contra la ubiquitina (SIGMA) (1:1000), α-PGL-1 

(1:10000) y α-VBH-1 (1:1000). Para llevar a cabo las inmunotinciones se 

prepararon portaobjetos con polilisina de la siguiente manera: se colocaron 30 

µl  de polilisina (SIGMA) en un portaobjetos nuevo y se distribuyó la solución 

sobre la superficie frotando con otro portaobjetos. La polilisina se secó 

colocando el portaobjetos sobre una plancha caliente durante 20 min. Estas 

placas pueden almacenarse a 4oC. Para realizar la disección de los animales, 

se colocó en un cubreobjetos 30 µl de M9 y posteriormente se depositaron 

cerca de 30 animales adultos. Posteriormente, se colocó 1 µl de tetramisol 

(0.01%) como anestesia y se liberaron las gónadas y embriones haciendo un 

corte a nivel de la cabeza del animal con unas agujas de jeringas. El 

cubreobjetos fue colocado con el líquido hacia abajo sobre un portaobjetos con 

polilisina y se congeló en nitrógeno líquido. El portaobjetos fue recuperado del 

nitrógeno, se retiró el cubreobjetos de un solo golpe (método conocido en 

inglés como “freezecrack”) y se incubó en metanol a -20oC por menos de 1 

minuto. Para fijar las muestras se sumergieron en una solución de 1.1 g de 

paraformaldehído disuelto en 24.6 ml de agua grado milli Q estéril, 3 ml PBS 10 

X, 2.4 ml HEPES 1 M, 48 µl MgSO4 1 M y 96 µl EGTA 250 mM. Para preparar 

la solución de fijado primero se disolvió el paraformaldehído, se le agregaron 

90 µl de NaOH 5 N, se agitó vigorosamente y se calentó la mezcla a 50oC por 

lo  menos 5 min. Una vez disuelta la solución se agregaron los compuestos 

descritos anteriormente. La fijación de las muestras se realizó durante 20 min a 

temperatura ambiente. Al término de la fijación, las muestras se lavaron dos 

veces con una solución de PBT 1X (PBS 1X y Tween 0.5%) por 10 minutos. 

Posteriormente, para bloquear la muestra se colocaron 30 µl de suero de cabra 

(SIGMA) sobre las muestras y se dejó bloquear durante 30 min a temperatura 
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ambiente en una cámara húmeda. Al término de este tiempo, se incubó con el 

anticuerpo primario en la dilución necesaria en PBT con suero de cabra al 30% 

durante toda la noche a 4oC en una cámara húmeda. Al día siguiente, se 

lavaron las muestras por 10 min en PBT 1X y se incubó con el anticuerpo 

secundario Alexa-Fluor 488 anti-conejo (MOLECULAR PROBES) y DAPI (50 

ng/µl) diluidos en PBT con suero de cabra en una dilución 1:25 y 1:100, 

respectivamente durante 1 h en una cámara húmeda. Finalmente, se lavaron 

las muestras una vez en PBT 1X por 10 min, se secaron (excepto el área que 

contiene las muestras), se colocaron 10 µl de vectashield (VECTOR), se 

cubrieron con un cubreobjetos y el cubreobjetos se selló con barniz. Las 

muestras se observaron inmediatamente al microscopio de fluorescencia o se 

almacenaron a 4oC para su posterior análisis.  

 

 

4.7. TINCIÓN CON DAPI  
 

Para el análisis de morfología nuclear de las gónadas de los animales se 

utilizó el siguiente protocolo de fijación. Las gónadas se obtuvieron disecando 

como se describió en la sección anterior con excepción de que se fijaron en 

una solución que contenía 5 ml de formaldehído al 37%, 40 ml de metanol 

absoluto y 300 µl del buffer K2HPO4 1 M. Las muestras se fijaron en la solución 

anterior por 10 min a –20oC. Posteriormente, las muestras fueron lavadas en 

PBT 1X durante 10 min e incubadas con DAPI (50 ng/µl) en una dilución 1:100 

en PBT con suero de cabra por 5 min a temperatura ambiente en una cámara 

húmeda. Las muestras se lavaron en PBT 1X por 10 min, se cubrieron con 10 

µl de vectashield y se les colocó un cubreobjetos. El cubreobjetos se selló con 

barniz. 

 

 

4 .8. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS 
 

 Para llevar a cabo el análisis de proteínas por medio de Western blot se 

realizó la extracción de proteínas de animales silvestres (N2), vbh-1(RNAi), 

fem-1(hc17), fem-3(q20gf) y glp-4(bn2). Los animales de las cepas fem-
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1(hc17), fem-3 (q20gf) y glp-4 (bn2) son mutantes sensibles a temperatura 

(Nelson et al., 1978; Barton et al., 1987; Beanan y Strome, 1992) que a 25oC 

producen los siguientes fenotipos: fem-1(hc17) produce solo ovocitos, fem-

3(q20gf) solo esperma y glp-4(bn2) es una mutante que desarrolla una gónada 

reducida. Cuando estos animales crecen a 15oC presentan un fenotipo 

silvestre. Para realizar la extracción de proteínas de estas mutantes se llevó a 

cabo el siguiente procedimiento: se colocaron 20 animales de cada una de las 

cepas por caja Petri de 10 cm de diámetro con medio NGM-LITE y bacteria 

OP50-1 y se crecieron a 15oC por 5 días. Se colectaron los animales adultos 

grávidos de 10 cajas por cepa con buffer M9 y se colocaron en un tubo cónico 

de 15 ml. Para obtener una población homogénea de animales se siguió el 

protocolo de sincronización utilizado para la obtención de muestras para el 

análisis con microarreglos de DNA descrito anteriormente. Alrededor de 3000 

larvas en estadios L1-L2 fueron colocadas por caja Petri de 10 cm de diámetro 

con medio NGM-LITE y bacteria OP50-1 y se incubaron a 25oC durante 2-3 

días. Posteriormente, animales de 5 cajas por cepa se colectaron como adultos 

en un volumen de 10 ml de buffer M9. Los animales se limpiaron de bacterias 

como se describió anteriormente. Al término del último lavado se retiró por 

completo el sobrenadante y los animales fueron resuspendidos en 400 µl de 

buffer TNTE, el cual incluye una mezcla de inhibidores de fosfatasas (25 µl NaF 

25 mM, 10 µl NaPPi 1 mM, 10 µl NaVO4 1 mM) e inhibidores de proteasas (5 µl 

PMSF 1 mM, 2 µl Inhibidor de Tripsina 0.1 mg/ml, 2 µl Pestatina A 0.1 mg/ml, 2 

µl Leupeptina 0.1 mg/ml, 2 µl Antipaina 0.1 mg/ml, 2 µl Benzamidina 0.1 mg/ml, 

10 µl NaPPi 1 mM y 10 µl NaVO4 1 mM). Posteriormente, los animales fueron 

lisados por sonicación utilizando tres ciclos de sonicado con una amplitud de 

35% y un tiempo de lisis de 15 seg en un Sonicador (Ultrasonic Processor). El 

lisado de proteínas se obtuvo centrifugando a 13000 rpm por 15 min a 4oC. La 

cuantificación de las proteínas se llevó a cabo por el método de Bradford (BIO-

RAD), se hicieron alícuotas de la solución de proteínas que se congelaron 

inmediatamente en hielo seco y se almacenaron a -70oC. 
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4.9. ANÁLISIS TIPO WESTERN BLOT 
 

Para la realización del Western Blot se tomaron 50 µg de extracto de 

proteína total para la separación en geles de poliacrilamida al 7.5%. El gel 

separador incluyó 625 µl de buffer separador, 1650 µl de Acrilamida-Bis 30%, 

50 µl de SDS 10%, 2620 µl de agua desionizada, 50 µl de persulfato de amonio 

al 10% y 5 µl de TEMED. El gel concentrador fue elaborado utilizando 625 µl de 

buffer concentrador, 500 µl de Acrilamida-Bis 30%, 50 µl de SDS 10%, 3770 µl 

de agua desionizada, 50 µl de persulfato de amonio (PSA) al 10% y 5 µl de 

TEMED. El gel se corrió a 0.02 A hasta que el colorante llegó a la base del gel. 

Posteriormente, se transfirió a una membrana PVDF de Immobilon (Millipore) a 

0.5 A durante 2 h a 4oC en agitación constante. Al término de la transferencia, 

se verificó la presencia de las proteínas en la membrana incubando con Rojo 

Ponceau 1X (Rojo Ponceau al 2% diluido en agua con ácido tricloroacético al 

30% y ácido sulfosalicílico al 30%) durante 2 min. La membrana fue bloqueada 

en TBS 1X, Tween-20 al 0.1% y 5% de leche descremada en polvo (Svelty, 

Nestlé) por 1 h a 4oC en agitación constante. La membrana se incubó con un 

anticuerpo contra VBH-1 en una dilución 1:1000 en TBS 1X, Tween-20 al 0.1% 

y 5% de leche durante toda la noche bajo las mismas condiciones. Al término 

de la incubación se realizaron cinco lavados con TBS 1X, Tween-20 al 0.1% 

cada uno de 5 min a 4oC y se incubó con un anticuerpo secundario contra un 

IGg de conejo en una dilución 1:1000 (PIERCE) en TBS 1X, Tween-20 al 0.1% 

y 5% de leche durante 1 h a 4oC en agitación. Se hicieron cuatro lavados con 

TBS 1X, Tween-20 0.1% durante 5 min cada uno y posteriormente se incubó la 

membrana en TBS 1X por 10 min a temperatura ambiente. El anticuerpo 

secundario lleva acoplado a la peroxidasa, por lo que la detección del complejo 

de unión proteína-anticuerpo primario y anticuerpo secundario se realizó 

incubando la membrana en una solución de luminol (PIERCE) durante 5 min a 

temperatura ambiente. Finalmente, la señal de quimioluminiscencia fue 

detectada al poner en contacto a la membrana con una placa sensible a la luz 

azul (Kodak BioMax MR). Para encontrar la dilución adecuada de uso del 

anticuerpo de ubiquitina, se realizó un ensayo de titulación utilizando las 

siguientes diluciones: 1:10, 1:50, 1:100, 1:200, 1:500 y 1:1000 utilizando esta 
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última dilución para realizar los análisis por Western Blot. El anticuerpo contra 

VBH-1 se utilizó en una dilución 1:1000. Para ambos casos, se utilizó un 

anticuerpo secundario hecho en conejo en una dilución 1:1000 (PIERCE). 

 

 

4.10. ANÁLISIS DE PROGENIE 
 

 El análisis de progenie se realizó en dos niveles, por un lado se hizo el 

conteo del número de hijos que tiene un animal hermafrodita (Figura 3) y por el 

otro, se realizaron cruzas con machos. En el primer caso, se colocó un 

hermafrodita L4 en una caja chica (caja 1) con medio NGM-LITE y después de 

24 h se cambió a una caja nueva (caja 2). Después de 24 h se movió este 

gusano a una caja nueva (caja 3). En este segundo día, se contó el número de 

larvas así como el número de embriones muertos en la caja 1.  
 

 

Figura 3. Esquema para explicar cómo se realiza el experimento para contar progenie. El 

conteo de progenie se realizó colocando un animal L4 en una caja  individual (caja 1) y 

después de 24 h este se transfirió a una caja nueva (caja 2). Después de 24 h se realizó el 

conteo de embriones y larvas en la caja 1, se observó si había larvas, embriones muertos o 

algún otro tipo de defecto. Los embriones se consideraron muertos si han eclosionado después 
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de que transcurrió el tiempo suficiente para que se termine la embriogénesis (14 h). El animal 

adulto se transfirió a una caja nueva (caja 3) y se realizó el mismo conteo. Finalmente, después 

de 24 h se realizó el conteo de larvas vivas y embriones muertos de la última caja. El análisis 

de progenie se realiza transfiriendo el animal en distintas cajas cada 24 h para facilitar el 

conteo y poder observar si hay embriones muertos.  

 

 

Debido a que la embriogénesis dura 14 h a 20oC, todos aquellos 

embriones que se encuentren en la caja 1 se consideran muertos debido a que 

no lograron desarrollarse y eclosionar aún después de 24 h. Para el tercer día, 

se contaron el número de larvas de la caja 2, así como el número de embriones 

muertos. Finalmente, al cuarto día se realizó el conteo de larvas de la caja 3. 

Esta estrategia de transferir al animal a analizar en cajas nuevas cada día 

permite hacer un mejor conteo del número total de larvas, así como un 

adecuado conteo de aquellos embriones que se murieron durante el proceso 

de embriogénesis para saber con precisión cuántos hijos tiene un animal 

hermafrodita (Figura 3). 

En el segundo caso, se realizaron dos tipos de cruzas. Por un lado, para 

determinar el número de hijos que tiene un animal hermafrodita vbh-1(RNAi) 

que se cruza con machos him-8 cuyo esperma es silvestre, se colocó en una 

caja chica un hermafrodita L4 vbh-1(RNAi) y tres machos (caja1) y después de 

24 h estos animales, tanto los machos como el hermafrodita,  se transfirieron a 

una caja nueva (caja 2). Al día siguiente y después de 24 h más se volvieron a 

cambiar a una caja nueva (caja 3) y se contó el número de larvas y de 

embriones muertos. Después de 24 h se movió la cruza a una caja nueva (caja 

4) y se contaron las larvas y embriones muertos de la caja 2. En el cuarto día, 

se contaron las larvas de la caja 3 y se registró también el número de 

embriones muertos en dicha caja. Para el quinto día, se hizo el conteo de 

larvas y embriones muertos de la caja 4 y finalmente después de 24 h se 

registraron los mismos datos para la última caja. En estas cruzas, es hasta el 

tercer día cuando  podemos determinar cuántos de todas las cruzas que se 

colocaron, realmente se cruzaron con algún macho. Esto se determina al 

encontrar que dentro de toda la población de hijos existe una alta incidencia de 

machos. El otro tipo de cruza se realizó colocando un animal L4 de la cepa fog-

2 (la cual produce solo ovocitos)  y 3 machos vbh-1(RNAi). A diferencia de la 
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cruza descrita anteriormente, en estos animales sólo se cambiaron los gusanos 

a una caja nueva cuando se observó la presencia de embriones en la placa. 

Debido a que los animales fog-2 solo producen ovocitos, entonces todos 

aquellos que tengan embriones en su caja serán animales que se han cruzado 

con machos. 

 

 
4.11. ANÁLISIS TIPO NORTHERN BLOT 
 

Las muestras de RNA utilizadas para el ensayo tipo Northern blot se 

obtuvieron como se describió en el apartado de “Obtención de muestras para 

los análisis de microarreglos”. Las muestras de RNA se separaron en un gel 

desnaturalizante de agarosa al 1% que se preparó como se describe a 

continuación: se disolvieron 0.5 g de agarosa (INVITROGEN) en 36 ml de agua 

tratada con dietilpirocarbonato o DEPC (SIGMA) y posteriormente se agregaron 

8.9 ml de formaldehído al 37% y 5 ml de MOPS 10X. El MOPS es un 

amortiguador para electroforesis que se preparó de la siguiente manera: 3.3 ml 

de acetato de sodio 3 M  pH 5.2, 10 ml de EDTA 0.5 M pH 8.0 y 20.9 g de 

MOPS, en un volumen de 300 ml de H2O DEPC, se ajustó el pH a 7.0 con 

NaOH 5 N y se aforó con H2O DEPC a 500 ml. Las muestras de RNA se 

desnaturalizaron antes de ser separadas en la electroforesis de la siguiente 

forma: en un tubo de 1.5 ml se colocó  3.6 µl de H2O DEPC, 3 µl de MOPS 

10X, 15 µl de formamida (SIGMA) y 5.4 µl  de formaldehído al 37% y 10 µg de 

RNA de cada una de las muestras. El volumen final de esta mezcla que 

contiene RNA fue de 30 µl. Las muestras se mezclaron y se les agregó 3.5 µl 

de amortiguador de carga para RNA 10X y 2 µl de una solución de 1 mg/ml de 

bromuro de etidio (EtBr). Las muestras se desnaturalizaron a 68oC durante 15 

min y posteriormente se colocaron en hielo por 2 min, se centrifugaron y se 

cargaron en el gel. Las muestras se corrieron a 40 Volts  (5 volts por cada cm 

de gel). Una vez que la banda que corresponde al azul de bromofenol llegó al 

frente del gel se detuvo la electroforesis. Posteriormente, y con la ayuda de una 

pipeta Pasteur de vidrio con bulbo, se le hicieron orificios al gel para identificar 

la posición correspondiente a las bandas del marcador de peso molecular (RNA 

ladder) así como aquellas bandas de los RNAs ribosomales. 
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El RNA se transfirió a una membrana de Nylon Hybond-N+ (AMERSHAM 

Pharmacia Biotech) como se describe a continuación. Para realizar la 

transferencia  de RNA se preparó  buffer de transferencia (SSC 20X) el cual se 

preparó de la siguiente manera: 175.3 g de NaCl y 88.2  g de citrato de sodio 

se disolvieron en 1 litro de H2O grado milli Q y se esterilizó por autoclave. En 

un refractario de vidrio se colocaron alrededor de 300 ml de SSC 20X y sobre 

el refractario se colocó un vidrio con la finalidad de formar un “puente”. Sobre el 

vidrio se colocaron 2 tiras de papel filtro (Whatman) las cuales se pusieron en 

contacto con el buffer de transferencia (SSC 20X). Las burbujas que se 

formaron entre los filtros y el vidrio fueron eliminadas deslizando sobre la 

superficie del papel un tubo cónico de 15 ml. Posteriormente se colocó el gel 

invertido sobre el papel Whatman y sobre el gel se colocó una membrana de 

Nylon (Amersham Pharmacia Biotech). Se retiraron las burbujas con un tubo 

cónico de 15 ml y para recordar la orientación de la membrana se cortó la 

esquina inferior derecha. Para evitar que el buffer de transferencia  quede en 

contacto con las siguientes capas de filtros y papel, se colocaron tiras de papel 

Parafilm en las orillas del cuadro que contiene al gel y a la membrana. Sobre el 

gel se colocaron 2 pedazos de papel Whatman del mismo tamaño que el gel 

previamente sumergidos en SSC 20X y posteriormente 6 pedazos más de 

papel seco. Se colocó un paquete de papel comercial absorbente, un vidrio y 

sobre este un libro para hacer presión sobre la transferencia. El papel 

absorbente favorece la absorción del buffer de transferencia de abajo hacia 

arriba, lo cual promueve por capilaridad la transferencia del RNA del gel a la 

membrana. La transferencia se dejó toda la  noche a temperatura ambiente. Al 

día siguiente se desmontó la transferencia y antes de separar el gel de la 

membrana, se marcaron las bandas del peso molecular y los RNAs 

ribosomales, se verificó en el transiluminador la presencia de RNA y se dejó 

secar la membrana a temperatura ambiente. El RNA fue fijado a la membrana 

utilizando una lámpara de luz ultravioleta a 1400 Joules (UV Stratalinker 1800 

de STRATAGENE). La membrana se pre-hibridó inmediatamente o se guardó 

en un sobre de papel Whatman a temperatura ambiente. 
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4.12. OBTENCIÓN DE DNA (PLÁSMIDO) PARA LA SÍNTESIS DE SONDAS 
RADIACTIVAS  
 
 

Para llevar a cabo el análisis de la expresión por experimentos tipo 

Northern blot de los genes de la vía de ubiquitina (conjugativa, ligasa y el 

complejo de ligasa) se realizó la obtención de sondas a partir de los plásmidos 

que contienen dichos genes. Estos fueron obtenidos de una biblioteca para 

RNA de interferencia con la que cuenta nuestro laboratorio (Open Biosystems). 

Una vez aislados los plásmidos fueron secuenciados para verificar. 

 El método de obtención de plásmidos se describe a continuación. A 

partir de un glicerol que contiene bacterias con el plásmido de interés, se aisló 

una colonia distribuyendo homogéneamente las bacterias sobre cajas de LB 

con 50 µg/µl de ampilicina y 12.5 µg/µl de tetraciclina y se incubó toda la noche 

a 37oC. A partir de una colonia aislada, se hizo un cultivo líquido de 5 ml de LB 

con 50 µg/µl de ampicilina y se realizó la extracción del plásmido siguiendo las 

instrucciones del manufacturante (QIAGEN). 

Para aislar el gen que sirvió de sonda se digirieron 3 µg del plásmido 

con la enzima EcoRV y se cortó la banda esperada. La purificación de bandas 

a partir de un gel de agarosa se realizó siguiendo las instrucciones del 

manufacturante (QIAGEN: Estuche para extraer DNA de agarosa). Se verificó 

la purificación de la banda por electroforesis utilizando 4 µl de la muestra. El 

DNA extraído se almacenó a –20oC.  

En los casos de los genes que codifican el adaptador para la enzima 

conjugativa y la ligasa, las sondas se aislaron a partir de productos de PCR. La 

estrategia de amplificación se describe a continuación. A partir de los 

plásmidos extraídos se hizo un PCR utilizando 1 ng/µl de este DNA extraído, 

10 mM de dNTPs, 50 mM MgCl2, buffer 10 X sin Mg, 1 µl Taq polimerasa y 1 

ng/µl de los oligos pL4440-dest-RNAi FOR (5´GTTTTCCCAGTCACGACGTT3´) 

y pL4440-dest-RNAi REV (5´TGGATAACCGTATTACCGCC 3´) en H2O milliQ 

estéril. La reacción de PCR se realizó utilizando el siguiente programa: 95oC 

por 4 min, 95oC por 30 min, 55 oC por 45 seg, 72 oC por 4 min, 95oC por 30 min 

25 veces, 72 oC por 4 min y 25 oC. Al término de la síntesis se verificó por 
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electroforesis la amplificación de los genes. Posteriormente se corrió la muestra 

de PCR para aislar la banda en un gel de electroforesis preparativo y se hizo la 

extracción de DNA siguiendo las instrucciones del fabricante (QIAGEN).  

 El marcado de la sonda se llevó a cabo con el estuche de primers al 

azar de INVITROGEN. Para preparar la sonda de DNA se realizó el siguiente 

procedimiento: se colocó en un tubo eppendorf de 1.5 ml 10 µl de DNA el cual 

se obtuvo a partir de un producto de PCR y 13 µl de H2O milli Q estéril. El DNA 

fue hervido por 5 min y se colocó en hielo durante 2 min. Al tubo con la sonda 

se le agregaron 2 µl de dATP, 2 µl  de dTTP, 2 µl de dGTP, 15 µl de Random 

Primers (INVITROGEN), 5 µl del nucleótido radiactivo (α-dCTP) (Amersham) y 

1 µl de la enzima Klenow (INVITROGEN). La reacción de síntesis de la sonda 

radiactiva se dejó 1 h a temperatura ambiente y el volumen total de reacción 

fue de 45 µl.  

Al finalizar la síntesis de la sonda radiactiva se detuvo la reacción, se 

agregaron 5 µl de amortiguador final (INVITROGEN). El volumen final de esta 

mezcla fue de 50 µl. Posteriormente, los nucleótidos radiactivos que no se 

incorporaron a la sonda se eliminaron siguiendo las instrucciones del 

manufacturante de las columnas de Sephadex MicroSpin G-50 (Amersham 

Biosciences). Brevemente, para eliminar el amortiguador que contienen las 

columnas se agitó de una sola intención la columna y se eliminó la tapa inferior. 

La columna se colocó dentro de un tubo de 1.5 ml  y se centrifugó a 0.7 rcf 

(fuerza centrífuga relativa) por 1 min en una centrífuga  Eppendorf (5415D). La 

columna se colocó en un tubo nuevo de 1.5 ml y la mezcla de reacción se 

colocó en el centro de la columna y se centrifugó a 0.7 rcf por 2 min. La 

muestra que se recuperó fue hervida durante 5 min, se incubó en hielo por 2 

min y finalmente se añadió al frasco de prehibridación que contiene la 

membrana. 

La pre-hibridación de la membrana se realizó colocando la membrana 

dentro de un tubo de vidrio con 10 ml de Solución de Hibridación previamente 

calentada a 65oC. Para bloquear la membrana se agregaron 100 µl de DNA de 

esperma de Salmón (INVITROGEN) desnaturalizado durante 5 min a 65oC 

(evitando colocarlos directamente sobre la superficie de la membrana) y se 

preincubó durante 1 h a 65oC en rotación constante (Rotor LAB-LINE 

Hybridation Incubator). La Solución de Hibridación se preparó como se 
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describe a continuación (Sambrook y Rusell, 2001): en 200 ml de H2O milli Q 

estéril se agregaron 15 ml de Solución Denhardt´s, 150 ml de solución de 

fosfatos 0.1 M pH 6.5, 75 ml de SSC 20X y 6 ml de SDS 10%, se aforó a 300 

ml con H2O milli Q estéril. La Solución Denhardt´s se preparó mezclando 2 g de 

Ficoll, 2 g de Polivinil Pirrolidona o PVP y 2 g de BSA en 100 ml de H2O milli Q 

y fue esterilizado por filtración. La  solución de fosfatos 0.1 M pH 6.5 se elaboró 

con 25.5 ml de Na2HPO4 1 M y 74.5 ml de NaH2PO4, se aforó a 1000 ml con 

H2O milli Q estéril y se esterilizó por filtración. La hibridación se realizó toda la 

noche a 65oC en rotación constante.  

Al término de la hibridación, se retiró la solución de hibridación, la cual 

contiene a la sonda radiactiva. Para eliminar el pegado inespecífico de la sonda 

en la membrana, se realizaron dos lavados consecutivos. En el primero se 

utilizaron 200 ml de una solución previamente calentada a 65oC y que contiene 

178 ml de H2O milli Q, 20 ml de SSC 20X y 2 ml de SDS 10%. Este lavado se 

realizó durante 30 min a 65oC en rotación constante. Posteriormente, se retiró 

la solución y se incubó con 200 ml de una solución previamente calentada a 

65oC que contenía 193 ml de H2O milli Q, 5 ml de SSC 20X y 2 ml de SDS 10% 

a 65oC. Finalmente, la membrana se cubrió con un plástico y se expuso a una 

pantalla amplificadora sensible a radiactividad (Amersham Bioscience). La 

imagen fue obtenida al exponer la pantalla amplificadora en un detector de 

imágenes Phosphoimager (STORM-840). También se obtuvo una imagen en 

film exponiendo la membrana a una película sensible a radiactividad (KODAK) 

durante toda la noche a -70oC y revelando. 

 

 

4.13. ANÁLISIS DE RESULTADOS OBTENIDOS CON MICROARREGLOS 
EN C. elegans  
 

Aunque se conocen muchos de los procesos biológicos en C. elegans, 

tan solo el 7% de los genes presentes en el genoma se encuentran asociados 

a procesos específicos, así como a una función bioquímica. Para incrementar 

el conocimiento, se han utilizado varias técnicas entre las que se incluye la 

interferencia de RNA (RNAi) y los microarreglos de DNA. Los microarreglos de 

DNA constituyen una de las técnicas más poderosas y versátiles de la 
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investigación genómica. Esta técnica es ampliamente utilizada debido a que el 

perfil de la expresión de genes puede ser comparado entre diferentes 

poblaciones para detectar de manera específica la expresión de determinados 

genes a través del uso de marcadores fluorescentes (Ramírez et al., 2003).  

Por medio de microarreglos, el grupo de Reinke et al., (2000) identificó a 

los genes que se expresan específicamente en la línea germinal de C. elegans. 

La expresión de estos genes fue clasificada en 3 grupos: genes cuya expresión 

se encuentra enriquecida en a) los espermatozoides, b) en los ovocitos y c) o 

en células germinales en general, independientemente de los procesos de 

espermatogénesis u ovogénesis, los cuales se clasificaron como genes 

intrínsecos de la línea germinal. En este análisis se encontraron 650 genes 

específicos de los espermatozoides, 258 de los ovocitos y 508 son intrínsecos 

de la línea germinal (Reinke, 2000). En este estudio se encontraron genes de 

la línea germinal que ya habían sido estudiados anteriormente y genes nuevos. 

Posteriormente, en otro estudio se determinó el patrón de interacciones entre 

las proteínas que codifican para estos genes (Walhout et al., 2002).  

Con este antecedente se hizo un análisis de microarreglos para 

encontrar aquellos genes que modifican  sus niveles de expresión cuando 

VBH-1 no se encuentra.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neevia docConverter 5.1



 

 

46

 

 

5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 

 

5.1. VBH-1 ES UNA PROTEÍNA ESPECÍFICA DE LA LÍNEA GERMINAL DE 
C. elegans 

 

Originalmente el gen vasa se identificó en Drosophila, como un 

componente materno que se requiere para la formación de los segmentos 

abdominales, así como para la especificación de las células germinales y cuya 

ausencia causa defectos durante la embriogénesis y la ovogénesis (Hay y Jan, 

1990). Posteriormente, diversos grupos han identificado los ortólogos de esta 

proteína en otros organismos. VBH-1 es la proteína ortóloga de VASA en C. 

elegans. Con el uso de un anticuerpo comercial, el cual es específico y está 

dirigido contra un péptido en el carboxilo terminal de VBH-1, se ha determinado 

que, como en Drosophila, esta proteína se localiza en las células germinales y 

se encuentra enriquecida en los gránulos P de C. elegans (Salinas et al., 

2007). 

Para determinar si esta proteína se expresa específicamente en la línea 

germinal se realizó un análisis de su expresión por medio de Western Blot, 

utilizando mutantes afectadas en el desarrollo de la línea germinal y el 

anticuerpo específico contra VBH-1. Se utilizaron animales adultos silvestres 

como control (N2) y animales mutantes (sensibles a temperatura), de las cepas 

fem-1 (hc17), fem-3(q20gf) y glp-4(bn2) (Figura 4) (Nelson et al., 1978; Barton 

et al., 1987; Brenan y Strome, 1992), los cuales son hermafroditas que solo 

producen ovocitos, solo espermatozoides o que tienen una gónada muy 

reducida, respectivamente.  
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Figura 4. Mutantes en la línea germinal de C. elegans. Fotografías tipo Nomarski de animales 

adultos de la cepa silvestre N2 (A), fem-1(hc17) la cual produce solo ovocitos (B), fem-3(q20gf) 

la cual produce continuamente esperma (C) y un animal de la cepa glp-4(bn2) la cual presenta 

una gónada muy reducida (D). La región distal es la parte más alejada a la abertura del animal 

(vulva), mientras que la zona más cercana a ésta se le conoce como región proximal. 

Fotografías tomadas por: Rosa Navarro. 

 

 

En los animales N2, fem-1 y fem-3 se detectó una banda principal de 

mayor intensidad de un peso esperado (aproximadamente 75 kDa), también se 

observó una banda de peso superior en los tres casos, una banda extra de 

peso mayor en los animales fem-1 y fem-3 y finalmente una banda con peso 

menor a 70 kDa en animales silvestres y fem-1, la cual podría ser una forma 

específica de ovocitos ya que solo se observa en estos animales los cuales 

producen ovocitos durante su desarrollo (Figura 5). En el genoma de C. 

elegans se predicen tres formas alternativas de splicing que producirían 

proteínas de pesos moleculares de 72.6, 70.8 y 70.5 kDa. Estos pesos 

moleculares son difíciles de diferenciar en un gel por lo que podrían estar 

representados incluso en la banda mayoritaria. Las otras bandas que 

detectamos podrían ser otras formas alternativas de splicing que no se han 

reportado aún o podrían representar modificaciones post-traduccionales. No se 

detectó ninguna banda en el carril de los animales glp-4(bn2), los cuales tienen 
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una gónada muy reducida, lo que sugiere que VBH-1 es específico de la línea 

germinal (Figura 5). Por otro lado, la ausencia de todas las bandas en esta 

cepa indica que todas ellas representan variaciones de la misma proteína. 

Como control de carga de proteína se utilizó un anticuerpo comercial contra 

actina (Santa Cruz). 
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Figura 5. VBH-1 es una proteína específica de línea germinal. La figura muestra un análisis 

tipo Western blot de extractos totales de proteínas de animales silvestres N2, fem-1(hc17), fem-

3(q20gf) y glp-4 (bn2) en donde se utilizó un anticuerpo específico que reconoce el extremo 

carboxilo terminal de VBH-1 y un anticuerpo comercial contra actina como control de carga. El 

análisis de proteínas revela la presencia de una banda principal de alrededor de 75 kDa, dos 

bandas mayores en los animales fem-1 y fem-3 y una banda de menor peso en aquellos 

animales que solo producen ovocitos, fem-3 y silvestres sugiriendo que hay una forma 

específica del proceso de ovogénesis. Este resultado nos indica que VBH-1 es una proteína 

específica de la línea germinal debido a que en una mutante que carece de este tejido, gpl-4, 

no se observa ninguna de las bandas presentes en los animales silvestres N2, fem-1 y fem-3. 

La extracción y separación de las proteínas en el gel de acrilamida, así como la hibridación con 

el anticuerpo contra VBH-1 fue realizado por Marta Castro, mientras que la hibridación con 

actina como control de carga la realicé como parte de este trabajo. 
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5.2. LA FALTA DE VBH-1 CAUSA DEFECTOS EN LA FERTILIDAD Y LA 
EMBRIOGÉNESIS 

 

Resultados previos mostraron que los animales vbh-1(RNAi) tienen 

menos hijos que una cepa silvestre aún cuando tienen un bajo porcentaje de 

letalidad durante la embriogénesis (Salinas et al., 2007). Se han utilizado dos 

templados para hacer RNA de doble cadena para el RNA de interferencia de 

vbh-1. El primero es un fragmento de 400 pb que corresponde al extremo 5’ de 

la forma alternativa de splicing B, la cuál esta contenida en el plásmido pSZ1 

(Figura 6).  
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Figura 6. Interferencia de RNA en el C. elegans. (A) Los plásmidos PSZ1 y PSZ2 contienen un 

fragmento de 400 pb o el gen completo de vbh-1, respectivamente. La secuencia del gen 

completo, así como el fragmento, se encuentran flanqueadas por dos promotores T7 para llevar 

a cabo la síntesis de hebras complementarias. Estas hebras forman el RNA de doble cadena 

que sirve como sustrato para inducir la interferencia de RNA y silenciar específicamente la 

expresión del gen vbh-1. Ambos plásmidos tienen resistencia a ampicilina. El diagrama en B 

muestra las tres isoformas de vbh-1 reportadas actualmente en la base de datos de C. elegans 

wormbase (www.wormbase.org). (C) Diagrama que muestra el mecanismo de interferencia de 

Neevia docConverter 5.1



 

 

50

RNA a partir de una molécula de RNA de doble cadena como sustrato. A través de un paso 

que requiere el consumo de una molécula de ATP, el RNA de doble cadena es cortado en 

fragmentos de alrededor de 21 nucleótidos por la enzima DICER. Estos fragmentos son 

reconocidos y ensamblados en un complejo proteico denominado RISC el cual separa las 

hebras y utiliza una de éstas para reconocer de manera específica al mRNA blanco. Este 

reconocimiento promueve la degradación del mRNA. 

 

 

El otro templado es la forma alternativa de splicing B completa y 

corresponde al plásmido pSZ2. Gran parte de la isoforma B esta contenida 

dentro de las isoformas A y C, por lo que al utilizarla como templado para hacer 

RNA de interferencia se eliminan todas las formas alternativas de splicing del 

gen vbh-1. Sin embargo, el fragmento 5’ de la forma alternativa de splicing B 

solo está presente en las formas A y B por lo que podría ser que no elimine 

eficientemente a la forma C (Figura 6). 

Para probar la eficiencia de estas secuencias de DNA para expresar 

RNA de interferencia se realizó un experimento tipo Western blot. Se extrajo 

proteína de animales vbh-1(RNAi) producidos con el fragmento de 400 pb o el 

gen completo, así como de animales silvestres como control alimentados con 

bacterias que contienen un plásmido vacío (N2(PV)). En este experimento, se  

observó que en los extractos de proteína obtenidos de animales vbh-1(RNAi) 

plásmido pSZ1, todavía se detecta una banda con el anticuerpo contra VBH-1. 

Esta banda parece ser parte de la banda principal observada en la cepa 

silvestre. Esto sugiere que ésta banda está formada por más de una proteína 

(Figura 7). Por otro lado, todas las bandas observadas en la cepa silvestre 

desaparecen cuando se utiliza el plásmido pSZ2 como templado para hacer 

RNAi (Figura 7). Con estos datos, concluimos que la forma alternativa de 

splicing B completa es más eficiente para hacer RNAi. En un futuro planeamos 

hacer RNAi utilizando fragmentos específicos de las formas alternativas de 

splicing para determinar si alguna de estas formas es específica de algún 

estadio o tipo celular específico. 
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Figura 7. Análisis de proteínas por Western blot a partir de extractos proteicos obtenidos de 

animales N2(PV), vbh-1(RNAi) PSZ1 y vbh-1(RNAi) PSZ2. En la figura se muestra que el 

anticuerpo utilizado reconoce de manera específica a la proteína VBH-1 y que en un 

experimento de RNAi se eliminan la mayor parte de las isoformas de esta proteína. En ambos 

casos se utilizó como control de carga al anticuerpo contra actina (50 kDa).  

 

 

Se hizo un análisis detallado del número de hijos que tienen los 

animales vbh-1(RNAi) y del porcentaje de letalidad embrionaria que presentan. 

Se siguieron animales individuales de la cepa silvestre y animales vbh-1(RNAi) 

procedientes de los plásmidos pSZ1 y pSZ2. Los animales se seleccionaron 

como larvas L4 de desarrollo, se colocaron individualmente en una caja Petri y 

se movieron aproximadamente cada 24 h a una caja nueva, hasta que dejaron 

de tener hijos (aproximadamente 3 días). Un día después de sacar al adulto de 

la caja Petri se observó la caja bajo el microscopio para detectar embriones 

muertos. La embriogénesis transcurre en 14 h a 20º C, por lo que si algún 

embrión permanece en la placa después de este periodo se considera muerto. 

A los dos días de sacar al animal adulto de la caja se contó el número de 

larvas, para permitir su desarrollo y facilitar el conteo. 

Cuando se hizo RNAi utilizando el fragmento de 400 pb del gen vbh-1 

observamos una reducción de un 40% en el número de hijos y una letalidad 

embrionaria de 1.2% con respecto a los animales control, N2(PV) (Tabla 1). 

Encontramos los mismos resultados al utilizar el gen completo de vbh-1 para 

hacer RNA de interferencia. Esta similitud en el fenotipo utilizando al gen 

completo o al fragmento de se debe a que este último tiene la secuencia 
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específica necesaria para bloquear por RNA de interferencia la expresión del 

gen vbh-1, mostrando una inhibición altamente eficiente. 

 

Tabla 1. Análisis del fenotipo observado en los animales vbh-1(RNAi). La falta del gen vbh-1 

causa una reducción importante en los niveles de progenie así como una reducida letalidad 

embrionaria. Los datos de la tabla muestran los niveles de progenie obtenidos a partir del 

análisis de 25, 25 y 29 individuos, respectivamente. 
 

 

La letalidad embrionaria de los animales vbh-1(RNAi) no ocurre en una 

etapa específica de la embriogénesis, aunque la mayoría  de los embriones se 

mueren en etapas avanzadas de la embriogénesis como son las etapas 

llamadas coma, dos vueltas y pretzel (datos que no se muestran). Aunque el 

porcentaje de letalidad embrionaria de los animales vbh-1(RNAi) es de 1.2%  

este valor resulta importante debido a que en condiciones silvestres este valor 

es de tan sólo el 0.1%. Por ello, estos resultados nos indican que VBH-1 es 

una proteína importante para el desarrollo de C. elegans. La reducción en el 

número de hijos en los animales vbh-1(RNAi) puede deberse a defectos en la 

ovogénesis o la espermatogénesis. 
Uno de los fenotipos característicos de la falta de vbh-1 es la 

acumulación de los ovocitos en la parte proximal de la gónada (Figura 8 panel 

B). Este fenotipo es característico de animales silvestres viejos, cuando sus 

espermatozoides se han acabado.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Progenie 
(%) 

Larvas vivas 
(%) 

Letalidad Embrionaria (%) 

N2(PV) 100 99.98 0.02 
vbh-1(RNAi) PSZ1 60 98.8 1.2 
vbh-1(RNAi) PSZ2 55.6 97.2 2.1 
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Figura 8. Los animales vbh-1(RNAi) acumulan ovocitos en la parte proximal de la gónada. La 

fotografía muestra una microscopía tipo Nomarski de los animales silvestres (A) y animales 

vbh-1(RNAi) (B) de la misma edad. Los animales vbh-1(RNAi) muestran un mayor número de 

ovocitos así como un apilamiento de éstos en la gónada, característica generalmente 

observada en aquellos animales silvestres que no tienen espermatozoides o en mutantes del 

proceso de espermatogénesis. En algunos casos, estos ovocitos apilados se vuelven 

endomitóticos debido a que llevan a cabo sucesivos eventos de replicación del DNA. En C y D 

se muestra una tinción con DAPI para visualizar los núcleos endomitóticos tanto de los 

animales silvestres (C) como de los animales vbh-1(RNAi) (D). Las flechas muestran ovocitos 

normales en la profase I, mientras que las cabezas de flechas muestran núcleos endomitóticos 

en animales vbh-1(RNAi). Fotografías tomadas por Rosa Navarro. 

 

 

La ovulación en C. elegans ocurre cuando una señal emitida por los 

espermatozoides, la proteína MSP, es liberada en la gónada proximal 

provocando que los ovocitos maduren y las células de la vaina que recubren a 

los ovocitos se contraigan (Miller et al., 2001). Este movimiento ayuda a los 

ovocitos a entrar a la espermateca y ser fertilizados. Como las gónadas de 

animales hermafroditas vbh-1(RNAi) tienen espermatozoides existen dos 

A B

C D
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posibilidades para explicar la acumulación de ovocitos en animales vbh-

1(RNAi). La primera posibilidad es que los espermatozoides no sean capaces 

de enviar la señal de maduración y por lo tanto los ovocitos se acumulan como 

si no hubiera espermatozoides. La otra es que los ovocitos sean incapaces de 

responder a esta señalización. Para diferenciar entre estas hipótesis se 

cruzaron hermafroditas vbh-1(RNAi) con machos provenientes de la cepa 

mutante him-8(e1489), por sus siglas en inglés High Incidence of Males. Esta 

cepa tiene una mutación que provoca que los hermafroditas (que normalmente 

tienen solo hijos hermafroditas) tengan un 30% de hijos machos (Phillips et al., 

2005). Esta mutación no altera la fertilidad ni la capacidad de fecundación de 

los animales. Si los espermatozoides vbh-1(RNAi) tienen problemas para la 

señalización que envían para la maduración de los ovocitos, esperamos que al 

cruzar a los animales vbh-1(RNAi) con machos silvestres la fertilidad de estos 

animales aumente. Por el contrario, si la infertilidad de los animales vbh-

1(RNAi) se debe a defectos en los ovocitos, no esperamos ver un aumento en 

la fertilidad en estas cruzas. La estrategia general de este experimento se basa 

en colocar, en una caja Petri chica, un hermafrodita vbh-1(RNAi) L4 y tres 

machos him-8. El conteo de progenie y el registro de letalidad embrionaria se 

realizó sólo en aquellos hermafroditas que se cruzaron. Los resultados 

muestran que la presencia de esperma silvestre reduce los niveles de progenie 

en tan solo un 35%, en comparación con aquellos machos que se cruzaron con 

hermafroditas N2(PV) (100%). Es decir, que la presencia de esperma silvestre 

induce un aumento del 5% en la fertilidad de los animales que carecen de  

VBH-1 cuando se cruzan (Tabla 2). La letalidad embrionaria no se vió afectada 

y siguió siendo del 1-2%. Estos resultados sugieren que la falta de VBH-1 

causa defectos tanto en los ovocitos como en los espermatozoides. 
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Tabla 2. La falta de VBH-1 causa una reducción en los niveles de progenie, así como un 

incremento en la letalidad embrionaria. La tabla muestra los resultados de animales vbh-

1(RNAi) utilizando al plásmido PSZ1 para hacer RNA de interferencia. En animales 

hermafroditas, la falta de VBH-1 causa una reducción significativa en el número de hijos (40%) 

así como un incremento del 1.2% en la letalidad embrionaria. Los experimentos de cruzas 

utilizando machos silvestres así como animales que solo producen ovocitos muestran que la 

falta de esta proteína afecta tanto a los ovocitos como al esperma.  

 

 

Posteriormente, para saber si la falta de VBH-1 causa esterilidad en los 

machos vbh-1(RNAi), se hicieron cruzas utilizado hermafroditas de la cepa fog-

2 (q71), la cual es una cepa que solo produce ovocitos, y machos vbh-1(RNAi). 

En este experimento se colocó un animal L4 fog-2 y tres machos vbh-1(RNAi) y 

la eficiencia de la cruza se verificó con la presencia de embriones en la placa. 

En este experimento se encontró que los machos vbh-1(RNAi) presentaron una 

reducción significativa en el número de hijos (48%) a diferencia del control 

(Tabla 2). La letalidad embrionaria observada en las cruzas con machos vbh-

1(RNAi) fue del 1% (Tabla 2). Estos resultados indican que VBH-1 también 

tiene una función en la espermatogénesis. Como se observaron niveles de 

letalidad embrionaria muy parecidos a los observados en hermafroditas vbh-

1(RNAi) pensamos que defectos presentes en los espermatozoides son los 

causantes de esta letalidad embrionaria. Otra característica de la falta de VBH-

1 es la presencia de ovocitos con núcleos endomitóticos. Este fenotipo se 

refiere a que los ovocitos sin fertilizar llevan a cabo múltiples eventos de 

replicación sin llevar a cabo la correcta separación del material genético y se le 

conoce como Emo por sus siglas en inglés “endomitotic oocytes” (Iwasaki et 

al., 1996). Estos núcleos con sucesivas replicaciones provocan la acumulación 

de grandes cantidades de DNA, por lo que los núcleos son visualizados 

 Progenie 
(%) 

Letalidad Embrionaria 
(%) 

N2(PV) 100 0.02 
vbh-1(RNAi) PSZ1 60 1.2 

 
N2(PV) X him-8(e1489) 100 0.1 
vbh-1(RNAi)) X him-8(e1489) 65.1 1.2 

 
fog-2(q71) X N2(PV) 100 0 
fog-2(q72) X vbh-1(RNAi) 52.5 1 

 

Neevia docConverter 5.1



 

 

56

fácilmente y de manera muy compacta (Figura 8 panel D). Alrededor del 15-

20% de los animales vbh-1(RNAi) muestran ovocitos con un fenotipo Emo 

(Figura 8 panel D). La replicación múltiple que produce ovocitos poliploides es 

un proceso característico cuando existe un defecto en la ovulación, cuando no 

hay esperma o cuando éste último no es capaz de fertilizar al ovocito. 
 

 
5.3. LAS CÉLULAS GERMINALES DE LOS HERMAFRODITAS ADULTOS 
vbh-1(RNAi) NO PRESENTAN DEFECTOS EN LA MITOSIS NI EN LA 
MEIOSIS 

 

La gónada de C. elegans puede ser dividida en cuatro regiones 

principales debido a los procesos morfológicos que se observan: (1) la región 

distal o de mitosis está formada por una población de células germinales que 

se dividen constantemente por influencia de las células distales o DTCs, (2) la 

región de transición en donde las células entran en meiosis y se mueven hacia 

la región proximal de la gónada, (3) zona de paquíteno: los núcleos en 

paquíteno ocupan la parte media de la gónada y llegan hasta el asa. En el asa 

algunas células germinales incrementan su volumen citoplasmático para 

convertirse en ovocitos, mientras que otras se mueren por apoptosis (Wood, 

1988) y (4), la región proximal en donde se acumulan los ovocitos en diacinesis 

antes de entrar a la espermateca (Figura 9).  
 

 
 

Figura 9. Morfología nuclear de las células germinales de la gónada del hermafrodita de C. 

elegans. Estas regiones pueden ser visualizadas en una tinción con DAPI. La primer región 

incluye una población de células que se encuentran exclusivamente en mitosis, posteriormente 
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se encuentra la zona de transición donde existen células germinales que se encuentran en 

mitosis y una población de células que han iniciado la meiosis. La zona de paquíteno se 

localiza cerca del asa y hacia la parte más proximal de la gónada se encuentra la región que 

comprende a los ovocitos. DTC: célula del extremo distal; oo: ovocitos; sp: esperma; emb: 

embriones y U: útero. Tomado y modificado de: Navarro et al.,2001. 

 

 

Se realizaron tinciones con DAPI para estudiar la morfología de las 

gónadas de animales vbh-1(RNAi) y determinar si éstas tienen el mismo 

número de células germinales que una gónada silvestre y si todas las etapas 

de mitosis-meiosis ocurren de manera normal. Se contó el número de células 

germinales en la gónada de animales silvestres y vbh-1(RNAi) de las cuatro 

diferentes regiones de la gónada y se observó la morfología nuclear para ver si 

había alteraciones. No se observaron diferencias entre el número de células 

germinales que se encuentran en cada una de las regiones analizadas ni en la  

morfología de los núcleos (Tabla 3), esto nos sugiere que no hay defectos en la 

progresión de mitosis y las diferentes etapas de meiosis.  

 

 Distal  Transición Paquíteno 
N2(PV) 20.7 21.7 38.3 
vbh-1(RNAi)  21.8 20.2 33.6 

 
 
Tabla 3. Conteo de células germinales obtenido de las diferentes regiones de la gónada: región 

distal, transición, meiosis (paquíteno) y proximal (número de ovocitos). La cuantificación de 

células germinales en las cuatro zonas se realizó en animales N2(PV) y vbh-1(RNAi) de 1 día 

de adultos.  

 
 

5.4. LA AUSENCIA DE VBH-1 AFECTA LOS NIVELES DE EXPRESIÓN DE 
DIVERSOS GENES 
 

Con el propósito de estudiar la función de vbh-1 se realizó un ensayo de 

microarreglos de DNA. Para ello, se extrajo RNA de animales adultos jóvenes 

vbh-1(RNAi) (pSZ1) sincronizados y se comparó con el RNA de una población 

de animales silvestres (N2(PV)) crecidos en las mismas condiciones. El 

microarreglo que se utilizó está compuesto de genes que se expresan 
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exclusivamente en la línea germinal y en los ovocitos de C. elegans (Reinke et 

al., 2000). Del análisis del microarreglo obtuvimos una lista de 48 genes que 

redujeron y 46 genes que incrementaron su expresión en ausencia del gen 

vbh-1 (Tabla 4).  

Los genes se identificaron en la base de datos de C. elegans 

(http://www.wormbase.org) y se clasificaron según su función en: genes que 

codifican proteínas involucradas en ubiquitinación, la respuesta al estrés, el 

metabolismo del RNA, relacionadas a la cromatina, la transducción de señales, 

el metabolismo celular, del reconocimiento celular, la transcripción, la unión a 

ácidos nucleicos, el transporte nuclear, la traducción, la respuesta al daño al 

DNA, el citoesqueleto, el transporte celular, el ciclo celular, la apoptosis y de 

función desconocida (Tabla 4). Algunos genes no se encontraron en la base de 

datos probablemente porque el nombre no es el correcto, lo cual se verificará 

más adelante. 
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GENES QUE REDUCEN SU EXPRESIÓN EN AUSENCIA DE VBH-1 
 

 
UBIQUITINACIÓN DE PROTEÍNAS  

GEN DESCRIPCIÓN 
F48C1.2 Proteína F box 
ZK858.4 mel-26, adaptador para la ligasa de ubiquitina (E3) 
 

RESPUESTA A ESTRÉS  
GEN DESCRIPCIÓN 
F43D9.4 sip-1, Proteína inducida por estrés 
F26D10.3 hsp-1, Proteína de choque de calor 
 

METABOLISMO DE RNA 
GEN DESCRIPCIÓN 
W08E3.1 snr-2, Ribonucleoproteína nuclear U1 
F46F11.2 cey-2, Proteína Y box, involucrada en el procesamiento de RNA o en la 

regulación transcripcional al unirse directamente al DNA. 
R13A5.12 lpd-7, Proteína involucrada en la biogénesis del ribosoma, en el 

ensamblaje nucleolar así como  en la proliferación celular. 
 

CROMATINA 
GEN DESCRIPCIÓN 
C18G1.5 Histona H1.4 
C08B11.2 had-2, Desacetilasa de histonas 
R08C7.3 htz-1, Homólogo de una variante de la histona H2AZ 
D2096.8 nap-1, proteína NAP-1 involucrada en el ensamblaje del nucleosoma 
Y43F4B.3 Histona H3-K9 metiltransferasa con un dominio conservado SET 
F01G4.1 psa-4, PSA-4 es un componente del complejo SWI/SNF el cual está 

involucrado en el remodelaje de la cromatina. 
 

TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES  
GEN DESCRIPCIÓN 
C14B9.4 plk-1, La proteína PLK-1 está involucrada en el rompimiento de la 

envoltura nuclear, en la formación del cuerpo polar, en la segregación de 
los cromosomas durante la meiosis y en el desarrollo de la línea 
germinal. 

C38C10.4 gpr-2, La proteína GPR-2 actúa como un regulador positivo de la vía de 
señalización por proteínas G.  

 
METABOLISMO CELULAR 

GEN DESCRIPCIÓN 
C25A1.8 clec-87, Lectina tipo C 
W02D3.2 Dihidro-orotato deshidrogenasa 
F26D10.10 gln-5, Glutamino sintasa 
 

 
 

 

 

RECONOCIMIENTO CELULAR 
GEN DESCRIPCIÓN  
C07G2.1 cej-1, Proteína de unión celular 
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TRANSCRIPCIÓN 
GEN DESCRIPCIÓN 
F32D1.9 Factor de poliadenialción I, contiene la subunidad FIP1 
H43107.2 Subunidad RPA40/RPCc40 de la RNA polimerasa I y III 
Y116A8C.42 snr-1, SNR-1 es un ortólogo de la familia de ribonucleoproteínas 

nucleares llamada Sm D3, la cual forma parte de un complejo 
heptamérico necesario para la biogénesis y función de las 
ribonucleoproteínas las cuales catalizan el splicing de diversos mRNAs. 

 

 

 

 

 

 
 

Tabla 4. La tabla muestra las diferentes categorías en las que fueron agrupados los genes que 

modifican sus niveles de expresión en ausencia de VBH-1. Los genes que reducen sus niveles 

de expresión (48) fueron agrupados en: 1) ubiquitinación de proteínas, 2) proteínas de  

respuesta a estrés, 3) metabolismo de RNA, 4) cromatina, 5) transducción de señales, 6) 

metabolismo celular, 7) reconocimiento celular, 8) transcripción, 9) unión a ácidos nucleicos, 

10) transporte nuclear, 11) traducción, 12) daño a DNA y 13) genes que codifican proteínas de 

función desconocida. Los 8 genes faltantes no se lograron identificar debido a un error en el 

nombre del gen. La información obtenida para cada uno de estos genes fue obtenida a partir de 

la base de datos del Wormbase (www.wormbase.org). 

 

UNIÓN A ÁCIDOS NUCLEICOS 
GEN DESCRIPCIÓN  
T01C3.7 fib-1, proteína nucleolar de union a RNA perteneciente a la familia de 

Fibrilarinas. 
T02E1.3 gla-3, proteína con dos dominios de dedos de zinc de tipo CCCH. 
C16A3.4 Proteína con dedos de zinc de tipo C2H2. 

TRANSPORTE NUCLEAR 
GEN DESCRIPCIÓN  
M01D7.6 emr-1, Proteína homóloga de la proteína integral de membrana nuclear 

de humanos, llamada Emerina con un dominio LEM altamente 
conservado en metazoarios. 

TRADUCCIÓN 
GEN DESCRIPCIÓN  
F53A2.6 Factor de inicio de la traducción eIF4E 
T22F3.4 rpl11.1, Proteína  ribosomal. Componente de la subunidad grande. 
F55H2.6 clu-1, Proteína homóloga de la proteína CLU de levadura relacionada a 

funciones mitocondriales. 
F54C8.4 Proteína involucrada en el procesamiento de mRNA, codifica  la 

subunidad alfa de la guanosiltransferasa.  
C43E11.4 tufm-2, Factor de Elongación (EF-Tu) 

DAÑO A DNA 
GEN DESCRIPCIÓN  
C33H5.12 fcd-2, Proteína ortóloga del gen FANCD2 de humano, el cual es un factor 

necesario en  la respuesta a agentes que dañan al DNA . 

FUNCIÓN DESCONOCIDA 
K08F11.6 ,  F31E3.6 ,  T08D2.5 ,  K03H1.7 , Y37D8A.12 ,  Y41E3.9, F57B10.9, T10C6.5, 
D2045.2  
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GENES QUE INCREMENTAN SU EXPRESIÓN EN AUSENCIA DE VBH-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

UBIQUITINACIÓN 
GEN DESCRIPCIÓN  
ZK856.1 cul-5, Proteína cullina 
C41C4.6 upl-4, Proteasa de ubiquitina 
F36A2.13 Ligasa de ubiquitina 
F25H2.8 ubc-25, Enzima conjugativa de ubiquitina 

METABOLISMO DE RNA 
GEN DESCRIPCIÓN  
F25H2.13 bch-1, Helicasa de tipo DEAD box 
C45G9.2 t-RNA dihidrouridina sintasa 
F20A1.9 Helicasa de RNA de tipo DEAD box (DDX1) 

CROMATINA 
GEN DESCRIPCIÓN  
T08G11.4 Metilasa 

TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES 
GEN DESCRIPCIÓN  
T23D8.9 sys-1, La proteína SYS-1 funciona en la vía de señalización  de 

Wnt/MAPK como un coactivador transcripcional dependiente de beta-
catenina. 

F52F12.3 mom-4, codifica una MAPKKK cuya función es necesaria para la 
regulación positiva de la vía de señalización  de Wnt. 

T23D8.1 mom-5, Proteína relacionada a receptores acoplados a proteínas G. 
F28D1.10 gex-3,  codifica al homólogo de NAP1/NCKAP1 el cual es un ligando de 

la GTPasa Rac1 en mamíferos. 

METABOLISMO CELULAR 
GEN DESCRIPCIÓN  
B0491.1 Manosiltransferasa 
M110.5 dab-1, codifica un ortólogo de una proteína adaptadora citoplasmática. 

DAB-1 contiene un dominio conservado PTB y una secuencia señal que 
le confiere una localización en vesículas proximales al Aparato de Golgi. 

UNIÓN A ÁCIDOS NUCLEICOS 
GEN DESCRIPCIÓN  
C17E4.6 Proteína de unión a DNA 
F16D3.2 rsd-6, Proteína con dominio Tudor necesario para la interacción con RNA 
F18A1.3 lir-1,  codifica la proteína LIN-26 la cual presenta dedos de zinc y un 

motivo C2H2 altamente conservado. 
K09H9.7 Proteína de unión a ácidos nucleicos 

TRANSPORTE NUCLEAR 
GEN DESCRIPCIÓN  
C03D6.4 npp-14, Nucleoporina 
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Tabla 4. La tabla muestra las diferentes categorías en las que fueron agrupados los genes que 

modifican sus niveles de expresión en ausencia de VBH-1. Los genes que incrementan sus 

niveles de expresión (46) se clasificaron en: 1) ubiquitinación de proteínas, 2) metabolismo de 

RNA, 3) cromatina, 4) transducción de señales, 5) metabolismo celular, 6) unión a ácidos 

nucleicos, 7) transporte nuclear, 8) daño a DNA, 9) citoesqueleto, 10) transporte celular, 11) 

ciclo celular, 12) apoptosis y 13) proteínas de función desconocida. Los 5 genes faltantes no se 

lograron identificar debido a un error en el nombre del gen. La información obtenida para cada 

uno de estos genes fue obtenida a partir de la base de datos del Wormbase 

(www.wormbase.org). 

 

Para encontrar si existe una relación entre los genes obtenidos en el 

microarreglo, los cuales modifican sus niveles de expresión en ausencia de 

VBH-1, y los animales vbh-1(RNAi) se realizó un escrutinio por RNA de 

intereferencia. La idea es que si alguno de estos genes está en la misma vía de 

regulación de vbh-1, su eliminación por RNAi producirá un fenotipo similar, es 

decir la acumulación de ovocitos en animales jóvenes. 

DAÑO A DNA 
GEN DESCRIPCIÓN  
F18C5.2 wrn-1, La proteína WRN-1 es  una helicasa de DNA RecQ, tiene función 

de ATPasa dependiente de DNA y función de exonucleasa. WRN-1 
juega un papel importante en la replicación, recombinación y reparación 
del DNA. 

CITOESQUELETO 
GEN DESCRIPCIÓN  
R13F6.10 Proteína del citoesqueleto (actina) 

TRANSPORTE CELULAR 
GEN DESCRIPCIÓN  
F49E7.1 rme-6,  Transporte o movimiento de componentes celulares 
C52E12.3 sqv-7,  Proteína localizada en la membrana del Aparato de Golgi 

involucrada en el transporte de azúcares. La proteína SQV-7 promueve 
la biosíntesis de glicosaminoglicanos. 

CICLO CELULAR 
GEN DESCRIPCIÓN  
F18H3.5 cdk-4, Cinasa dependiente de ciclinas. 

APOPTOSIS 
GEN DESCRIPCIÓN  
C48B4.4 ced-7, Proteína transportadora perteneciente a la familia ABCA, 

involucrada en al degradación de cuerpos apoptóticos. 

FUNCIÓN DESCONOCIDA 
C52E12.4, Y54G11A.2, K02B9.2, C27C7.1, C25A11.1, K03H4.2, F22D3.1, Y106G6A.B,  
C35D10.13, T05F1.4, B0035.6, K10C3.4, R05F9.2, C08B11.9, B0336.7 y T01H3.2  
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Debido a que el microarreglo mostró que alrededor de cien genes 

modifican sus niveles de expresión en ausencia de VBH-1, decidimos analizar 

algunos de estos genes  por RNAi. En este trabajo se muestran los resultados 

de 14 genes que por RNA de interferencia fueron inhibidos en el C. elegans. 

Estos genes fueron elegidos de tal manera que se abarcaran tanto los genes 

que incrementan su expresión como los aquellos que la reducen, y al mismo 

tiempo estudiar genes que abarcaran la mayor parte de las categorías en las 

que fueron clasificados los genes del microarreglo. Por ello, se analizaron por 

RNA de interferencia 3 helicasas de DNA, 3 genes relacionados a la estructura 

de la cromatina, 3 genes relacionados a la vía de ubiquitinación y algunos otros 

genes de otras categorías. 

Nuestra colaboradora, la Dra. Geraldine Seydoux, posee una biblioteca 

para hacer RNA de interferencia en C. elegans por alimentación la cual 

contiene cerca del 86% de los genes de C. elegans y amablemente nos 

proporcionó algunos de los genes que se aislaron en el microarreglo. 

Actualmente contamos con el 50% de los genes  que reducen su expresión (24 

de un total de 48 genes) y el 74% (34 de 46 genes en total) de aquellos que 

incrementan su expresión en ausencia de vbh-1 y están listos para hacer RNAi 

por alimentación. Aquellos que  no están en esta biblioteca, serán clonados 

individualmente en nuestro laboratorio. Actualmente contamos con un grupo 

amplio de genes clonados con los cuales se inició el análisis masivo de 

interferencia de RNA.  

Para poder llevar a cabo un RNAi masivo se utiliza un protocolo de 

inducción de RNA de doble cadena en cajas con medio sólido. También 

decidimos utilizar la cepa rff-1(pk1417), la cual es más sensible al RNA de 

interferencia en la línea germinal que la cepa silvestre (Sijen et al., 2001). Los 

animales rrf-1 no muestran ningún efecto de la interferencia de RNA en el soma 

por lo que es posible estudiar la falta de una proteína específicamente en la 

línea germinal sin afectar el desarrollo  del soma. Esta mutante carece de uno 

de los factores indispensables para llevar a cabo el silenciamiento específico 

de genes del soma a través del mecanismo de RNA de interferencia y es 

miembro de una familia de polimerasas de RNA llamadas RdRP. La mutante en 

este gen, a pesar de mostrar un ligero incremento en la incidencia de machos, 

produce animales viables y fértiles los cuales no presentan defectos 
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morfológicos ni anormalidades en el crecimiento. Esta mutante muestra una 

alta insensibilidad a la interferencia fenotípica en el tejido somático, por lo que 

se cree que participa de manera específica en el silenciamiento de genes de la 

línea germinal (Sijen et al., 2001). Debido a estas características, esta mutante 

será utilizada para realizar el RNAi de los genes específicos de línea germinal 

que se obtuvieron a partir del microarreglo.  

Se realizó el análisis de RNA de interferencia de catorce genes 

utilizando la cepa rrf-1. Los genes se seleccionaron por el tipo de función que 

desempeñan. A lo largo de esta primera parte del trabajo, se obtuvieron 

diversos resultados, entre los que se incluye la acumulación de ovocitos en la 

porción proximal de la gónada de C. elegans, cuyo fenotipo es similar a aquel 

que se observa en animales que carecen de la helicasa de RNA, VBH-1. Al 

igual que los animales vbh-1(RNAi), se encontró que la falta de determinados 

genes no solo ocasiona alteraciones en los ovocitos, sino también fenotipos de 

esterilidad. Cabe mencionar que aún cuando se han encontrado fenotipos 

similares a aquellos observados en animales vbh-1(RNAi), se han hallado 

también algunos otros. Los registros de los resultados de la interferencia de 

RNA de los catorce genes analizados se muestran en la Tabla 5.  
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GEN 

 
 

FUNCIÓN 

 
PROGENIE 

(%) 

OVOCITOS 
ACUMULADOS 

(%) 

 
EMBRIONES 
MUERTOS 

(%) 

 
OTROS 

FENOTIPOS 
 

N2(PV) condición silvestre 100 0 0.1 NO 
vbh-1RNAi 
(PSZ1) 

Helicasa de RNA 54.8 20 1.2 NO 

- F46F11.2 Unión a RNA (Y box) 100 1 0 Apoptosis en 
la gónada 
(20%) 

+ F25H2.13 Helicasa  con 
dominios DEAD box 

100 22 0 NO 

+ F18C5.2 Helicasa de DNA 
(wrn-1) 

100 34 0 Migración 
incorrecta de 
la gónada 
(2%) 

- C08B11.2 Desacetilasa de 
histonas (hda-2) 

100 0 0 Brazo distal 
largo (33%) 
Apoptosis 
gónada (25%) 

- R08C7.3 Variante de la histona 
H2AZ 

100 0 0 NO 

- D2096.8 Ensamblaje de  
nucleosomas (nap-1) 

100 15 0 NO 

+ F18H3.5 Cinasa dependiente 
de ciclinas 

100 2 0 NO 

+ T23D8.9 Vía de señalización  
de Wnt/MAPK (sys-1) 

42 0 0 NO 

+ R13F6.10 Proteína del 
citoesqueleto 

63 22 0 NO 

- C07G2.1 Proteína de unión o 
reconocimiento 
celular 

84 64 0 ovocitos 
pequeños 

(32%)  
+ T23D8.1 Receptor acoplado a 

proteínas G 
48 48 0 NO 

+ F25H2.8 Enzima Conjugativa 
de ubiquitina 

94 32 0.9 NO 

+ F36A2.13 Ligasa de ubiqutitina 95 40 4 NO 
- ZK858.4 Adaptador para la 

ligasa de ubiquitina  
7 60 93 NO 

 

Tabla 5. La tabla muestra los resultados obtenidos al hacer RNA de interferencia en 14 genes 

que en ausencia de VBH-1, modifican sus niveles de expresión. La progenie, la letalidad 

embrionaria, así como los niveles de acumulación de ovocitos fueron algunos de los registros 

que se obtuvieron en cada uno de estos animales RNAi. Debido a que estos genes se 

encontraron a partir de un microarreglo utilizando genes específicos de línea germinal, se 

esperaba encontrar algunos otros fenotipos que afectan a este tejido y que no necesariamente 

fueran similares al fenotipo observado en los animales vbh-1(RNAi). Algunos de estos 

fenotipos, no asociados a la falta de VBH-1 son: apoptosis, migración incorrecta y extensión de 

la región distal de la gónada. (-) y (+) significa la reducción o el incremento en los niveles de 

expresión de cada gen, respectivamente. 
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5.4.1. LA FALTA DE LAS PROTEÍNAS DE UNIÓN A RNA Y DNA AFECTA 
LA FUNCIÓN DE LA LÍNEA GERMINAL 
 

En adelante se indicará entre paréntesis con un signo de menos (-) 

cuando un gen disminuya su expresión o con un signo de más (+) cuando el 

gen aumente su expresión en ausencia de VBH-1. La interferencia de RNA de 

genes que codifican para proteínas de unión a RNA y/o DNA, mostró varios 

fenotipos entre los que se incluye la acumulación de ovocitos, así como 

algunas alteraciones observadas en la gónada: niveles elevados de apoptosis y 

migración incorrecta de la  gónada (Figura 10 y Tabla 5).  
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Figura 10. Fotografías tipo Nomarski de animales RNAi en genes de unión al DNA o RNA. A) 

Fotografía de la gónada de un animal silvestre, B) Gónada de un animal RNAi en el gen 

(F46F11.2) el cual codifica para una proteína de unión a RNA y en donde se observa un 

incremento en los niveles de apoptosis en la gónada. Las flechas señalan los cuerpos 

apoptóticos. C y D) Se muestran gónadas de animales RNAi en el gen (F18C5.2)  el cual 

codifica para una helicasa de DNA y donde se observa una elevada acumulación de ovocitos, 

así como también un defecto en la migración de las gónadas  (asterisco en D) además de la 

acumulación de ovocitos. E) Gónada de un animal RNAi en el gen (F25H2.13) el cual codifica 

para una helicasa con dominios de unión DEAD y cuya ausencia causa la acumulación de 

ovocitos en la parte proximal de la gónada. Este fenotipo es similar al observado en los 

animales vbh-1(RNAi).  
 

La interferencia de RNA no ocasionó problemas de esterilidad en 

ninguno de los siguientes casos: proteína de unión a RNA: F46F11.2 (-) (100% 

progenie), helicasa con dominios DEAD box: F25H2.13 (+) (100% progenie) y 

una helicasa de DNA: F18C5.2 (+)  (100% progenie) (Tabla 5). El RNAi del gen 

F46F11.2, el cual codifica para una proteína involucrada en el metabolismo de 

RNA conocida en Xenopus como Y box, mostró un incremento en la muerte de 

células germinales (Figura 10 panel B). Los niveles de apoptosis en los 

animales control son prácticamente nulos mientras que se observan 

aproximadamente 3 cuerpos apoptóticos por gónada en los animales Y 

box(RNAi) (Tabla 5). Los animales RNAi en el gen que codifica para una 

helicasa de DNA, la cual se sabe que participa en respuesta a daño al DNA 

(F18C5.2), mostró una elevada acumulación de ovocitos (34%) (Figura 10, 

panel C y D, respectivamente) y una incorrecta migración de la gónada (2%) 

(Tabla 5). Los animales RNAi del gen que codifica la helicasa con dominios 

DEAD box, involucrada también en el metabolismo del RNA (F25H2.13), 

mostró un fenotipo de acumulación de ovocitos en la gónada en un 22% de los 

animales (Figura 10, panel E).  
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5.4.2. RNAi EN GENES RELACIONADOS CON LA ESTRUCTURA DE LA 
CROMATINA CAUSA DEFECTOS EN LA LÍNEA GERMINAL DE C. elegans 
 

 

La cromatina es una estructura compleja formada por DNA y proteínas  

donde el nucleosoma representa la unidad básica de ésta estructura.  El 

nucleosoma está compuesto de un octámero de histonas  denominadas H2A, 

H2B, H3 y H4, las cuales se encuentran organizadas sobre una secuencia de 

DNA de aproximadamente 140 pares de bases. Actualmente, los componentes 

del nucleosoma están bien caracterizados y se sabe su papel en la estructura 

de la cromatina. La histona H1, por ejemplo, es un elemento necesario para 

estabilizar el nucleosoma así como también para inhibir la transcripción 

específica de genes al promover el empaquetamiento de secuencias 

adyacentes. En general, la regulación de la expresión de genes es un 

mecanismo altamente específico que puede llevarse acabo a nivel de la 

organización de la estructura de la cromatina, la cual a través de su interacción 

con factores activadores o represores puede promover la activación o el 

silenciamiento de genes, respectivamente (Scott, 2003). 

La interferencia de RNA de dos genes involucrados en la estructura de 

la cromatina, C08B11.2 (-) y R08C7.3 (-), los cuales codifican para una 

desacetilasa de histonas y una variante de la histona H2AZ, respectivamente, 

no mostraron un fenotipo de acumulación de ovocitos en la porción proximal de 

la gónada (Tabla 5) (Figura 11 panel B). En el panel A de la figura 11 se 

muestra una gónada de un animal silvestre, mientras que cuando se hace 

RNAi en la desacetilasa de histonas se observa que las gónadas presentan un 

incremento en la apoptosis de células germinales así como una extensión en 

ambos brazos de la gónada (Figura 11 panel B y C, respectivamente). La 

presencia de cuerpos apoptóticos se indica en el recuadro en B (flecha) 

mientras que la extensión de la gónada se muestra con los corchetes en C. 

Debido a que la muerte de células germinales ocurre de manera exclusiva en 

las células que se encuentran en la región del asa y nosotros observamos 

apoptosis en regiones distales en los animales RNAi para la desacetilasa de 

histonas, creemos que la extensión de la gónada se debe a un mayor número 
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de células en meiosis y no a un aumento de células en proliferación. Por el 

contrario, la falta de una proteína involucrada en el ensamblaje de los 

nucleosomas D2096.8 (-) causa un ligero incremento en la acumulación de 

ovocitos en la región proximal de la gónada (15%) (Tabla 5) (Figura 11 panel 

D). A diferencia de los animales vbh-1(RNAi), la interferencia de RNA de 

cualquiera de estos tres genes relacionados a cromatina no ocasiona una 

reducción en los niveles de progenie (Tabla 5).  

 
Figura 11. Interferencia de RNA en genes que codifican para proteínas relacionadas con la 

estructura de la cromatina. A) Se muestra la gónada de un animal silvestre. B y C) La falta de la 

desacetilasa de histonas presenta ovocitos normales (B), sin embargo se observa que la falta 

de esta proteína provoca un desarrollo anormal de la gónada debido a que estos animales 

presentan un brazo distal más largo de lo normal (C), los corchetes muestran la extensión de la 

porción distal de ambos brazos de la gónada. La falta de esta desacetilasa de histonas, had-2, 

mostró también un incremento en la apoptosis de las células germinales. En el recuadro en B, 

se señala la presencia de dos cuerpos apoptóticos (flecha). D) Se muestra la gónada de un 

animal RNAi en un gen que codifica una proteína involucrada en el ensamblaje de los 

nucleosomas (D2096.8). Estos animales acumulan un gran número de ovocitos en la parte 
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proximal de la gónada (corchete). Los animales RNAi para el gen que codifica una variante de 

la histona H2AZ no mostró ningún tipo de defecto en la gónada por lo que no se muestran. 
 

 

5.4.3. GENES CUYA AUSENCIA CAUSA LA ACUMULACIÓN DE OVOCITOS 
EN LA GÓNADA ASÍ COMO NIVELES REDUCIDOS DE PROGENIE 
 

En vertebrados, la regulación de los procesos celulares requiere el 

control específico de múltiples vías involucradas en el desarrollo, la 

diferenciación, el ciclo celular, así como en la activación de mecanismos de 

respuesta a estrés y daño a DNA, entre otros. Se sabe por ejemplo que el 

adecuado funcionamiento en el ciclo celular  se lleva a cabo a través de la 

transición de un estado regulatorio a otro. Estas transiciones requieren la 

participación de cinasas, las cuales tienen como función modificar de manera 

específica algunos sustratos que determinan el estado físico de la célula. Los 

mecanismos de control en la progresión del ciclo celular  son muy complejos y 

se sabe que la falta de algunos componentes de la maquinaria de respuesta 

celular pueden ocasionar un estado fisiológico que conduzca a la muerte de la 

célula (Lewin, 2006). Por su parte, las vías de respuesta celular, tales como la 

vía de las MAPKs y la vía de Wnt, son también importantes para activar y dirigir 

procesos celulares relacionados a la expresión específica de ciertos genes. La 

vía de Wnt, por ejemplo, es una vía de señalización de respuesta a ligandos 

extracelulares que conduce la expresión de un factor transcripcional 

involucrado en el establecimiento y desarrollo del patrón corporal de los 

animales. Por su parte, la vía de las MAPKs, juega también un papel 

importante en la regulación génica debido a que en respuesta a una señal 

exógena es capaz de activar una cascada de fosforilaciones la cual culmina en 

la fosforilación de un factor transcripcional cuya activación dirige la expresión 

activa de genes específicos capaces de dirigir cambios en el control de 

diversos procesos celulares tales como el crecimiento y la regulación de 

proteínas de citoesqueleto, entre otros. Se sabe que la regulación de aquellas 

proteínas involucradas en la organización del citoesqueleto pueden, de manera 

directa, influenciar la estructura tanto de los organelos como de la célula misma 

por lo que su regulación debe ser controlada a detalle (Lewin, 2006). 
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Se hizo RNAi en diversos genes que codifican para proteínas que 

participan en múltiples procesos celulares, tales como: una cinasa dependiente 

de ciclinas F18H3.5 (+), una proteína de la vía de señalización de Wnt/MAPK 

T23D8.9 (+), un receptor acoplado a proteínas G T23D8.1 (+), una proteína de 

citoesqueleto R13F6.10 (+) y una proteína de unión celular C07G2.1 (-) (Figura 

12 y Tabla 5). Cuando se hizo el RNAi en el gen que codifica para la cinasa 

dependiente de ciclinas (Figura 12 panel B) no se observaron cambios.  

  

Figura 12. Fotografías tipo Nomarski de animales RNAi en diversos genes. A) Gónada de un 

animal silvestre. B y C) La falta de una cinasa del ciclo celular (F18H3.5), la cual participa 

durante el desarrollo post-embrionario, así como de una proteína de la vía de señalización de 

Wnt/MAPK (T23D8.9) muestran un fenotipo silvestre. D y E) La falta de un receptor 

transmembranal (T23D8.1) y una proteína de ensamblaje del citoesqueleto (R13F6.10) 

muestran una acumulación significativa de ovocitos del 48 y 22%, respectivamente. Los 
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animales RNAi de estos genes mostraron una reducción en la progenie. E) RNAi en el gen que 

codifica para una proteína de ensamblaje del citoesqueleto (R13F6.10), mostró una población 

de animales cuyos ovocitos presentaron un menor tamaño (recuadro en E) en comparación con 

los ovocitos de los animales silvestres. F) Los animales RNAi del gen que codifica para una 

proteína de unión celular (C07G2.1) presentan la acumulación de ovocitos en la parte proximal 

de la gónada. Además de este fenotipo, los animales RNAi en este gen muestran una 

reducción en el número de hijos.  

 

Cuando se analizaron los animales RNAi en el gen de la vía de 

Wnt/MAPK, el nivel de progenie disminuyó significativamente (42%) aunque no 

se observó un fenotipo parecido al producido por la falta de vbh-1 (Tabla 5). 

Cuando se inhibió la expresión de la proteína del citoesqueleto, la proteína de 

unión celular, así como el receptor acoplado a proteínas G, se encontró un 

incremento en la acumulación de ovocitos en la región proximal de la gónada 

en un 22, 64 y 48%, respectivamente (Figura 12 panel D, E y F). La falta de 

cada uno de estos tres componentes celulares ocasionó una reducción en los 

niveles de progenie en un 63, 84 y 48%, respectivamente (Tabla 5). Estos 

datos sugieren que estos genes podrían participar en la misma vía de VBH-1. 
 

 

5.4.4. EL RNAi EN VARIOS GENES DE LA VÍA DE UBIQUITINACIÓN DE 
PROTEÍNAS CAUSA UN FENOTIPO SIMILAR AL OBSERVADO EN LOS 
ANIMALES vbh-1(RNAi) 
 

Además de la vía clásica lisosomal para la degradación de proteínas, 

existe un mecanismo alterno que incluye la modificación enzimática del residuo 

de lisina de la proteína a degradar con una molécula de ubiquitina. La 

ubiquitina es un péptido de 76 residuos de aminoácidos y es la marca que 

reconoce la maquinaria de proteólisis conocida como el proteosoma. La vía de 

ubiquitinación es un proceso que ocurre en tres pasos (Figura 13). Primero, se 

requiere a la enzima activadora de ubiquitina o E1, la cual utiliza la energía 

liberada del rompimiento de una molécula de ATP para unirse a ubiquitina 

(Sutovsky, 2003; Lewin, 2006). Posteriormente, se lleva a cabo la transferencia 

de esta molécula a un residuo de cisteina de la enzima conjugativa de 
ubiquitina o E2 y finalmente, se forma un puente peptídico entre la molécula 
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de ubiquitina unida a E2 y un residuo de lisina de la proteína blanco a 

degradar, a través de una reacción catalizada por una enzima llamada ligasa 
de ubiquitina o E3 (Sutovsky, 2003).  
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Figura 13. Esquema del proceso de ubiquitinación de proteínas para su degradación por medio 

de la vía del proteosoma. La ubiquitina se une a la enzima E1 a través un paso que requiere el 

consumo de una molécula de ATP. Posteriormente, la ubiquitina es transferida a la enzima E2 

y finalmente a la ligasa E3. La ligasa E3 realiza la transferencia de esta molécula a un residuo 

de Lys localizado en el extremo amino terminal de la proteína blanco. 

 

 

Se sabe que la adición de  un solo residuo de ubiquitina a un sustrato o 

proteína no es suficiente para causar su degradación. La figura 14 muestra que 

la adición múltiple de moléculas de ubiquitina genera una cadena 

poliubiquitinada, en la cual, cada ubiquitina adicionada se une a un residuo de 

Lys en la posición 46 de la ubiquitina que le precede. La formación de esta 
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cadena poliubiquitinada es una señal para que el proteosoma, el cual se 

encuentra  distribuido en el citosol, degrade a la proteína blanco (Lewin, 2006).  

 
 
Figura 14. Diagrama que muestra la participación de la ubiquitina en diversos procesos 

celulares. (A) La adición de una sola molécula de ubiquitina a la proteína blanco es un proceso 

que recibe el nombre de monoubiquitinación y es a través de este proceso que las proteínas 

marcadas participan en diversos procesos celulares tales como: la endocitosis, el tráfico 

nuclear, el control transcripcional, reparación del DNA, entre otros. (B) El diagrama representa 

la adición de múltiples moléculas de ubiquitina a una proteína blanco a través de un proceso 

llamado poliubiquitinación. Esta adición sucesiva es la señal para la degradación de una 

proteína blanco vía proteosoma. (C) El proceso de ubiquitinación involucra la participación de 

tres proteínas (E1, E2 y E3) para unir la molécula de ubiquitina a la proteína blanco que se va a 

degradar. La ubiquitina es transferida a la enzima E2 y posteriormente la enzima ligasa o E3 

transfiere esta molécula a un residuo de lisina localizado en el extremo amino terminal de la 

proteína sustrato. 
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El proteosoma es un agregado de proteínas  con actividad proteolítica 

que degrada de manera específica proteínas ubiquitinadas y es a través de 

estos complejos que las proteínas son fragmentadas en pequeños péptidos de 

alrededor de 7-8 residuos de aminoácidos (Lewin, 2006). Durante este proceso 

se liberan las moléculas de ubiquitina intactas, las cuales pueden volver a 

utilizarse en un nuevo sistema de marcado de proteínas. De manera general, 

se sabe que el sistema de degradación de proteínas a través del mecanismo 

de ubiquitinación participa en diversos procesos celulares, tales como: la 

eliminación de proteínas mal plegadas, proteínas con modificaciones que 

ocasionan un mal funcionamiento y proteínas que ya no se utilizarán (Lodish et 

al., 2004). Por otro lado, una sola molécula de ubiquitina o la 

monoubiquitinación es una señal de transporte vesicular intracelular (Sutovsky, 

2003). 

Entre los genes identificados por el análisis de microarreglos nos 

interesó un grupo que codifica para moléculas que participan en la 

ubiquitinación. Esto debido a que en el análisis de microarreglos de DNA la 

falta de VBH-1 modifica los niveles de expresión de varios de los componentes 

que conforman la maquinaria de degradación de proteínas por ubiquitinación, 

por lo que nos interesó saber si esta vía, la cual está altamente conservada en 

eucariontes, tiene alguna relación con la función de VBH-1 al hacer RNAi en 

cada uno de los genes encontrados. Es importante mencionar que estos genes 

son específicos de línea germinal y por lo tanto no son necesarios para la 

maquinaria de ubiquitinación general del organismo. Entre los genes 

encontrados que se expresan más en ausencia de VBH-1 están una ligasa de 

ubiquitina F36A2.13 (+) y una enzima conjugativa de ubiquitina F25H2.8 (+). 

Por otro lado, se encontró un adaptador para la ligasa de ubiquitina ZK858.4 (-) 

el cual se expresa menos en ausencia de VBH-1. Se realizaron experimentos 

de interferencia de RNA en estos tres genes de la vía de ubiquitina y se 

analizaron los fenotipos en estos animales. La tabla 6 muestra los distintos 

plásmidos utilizados para hacer RNAi en estos genes de ubiquitina.  
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GEN Plásmido  Codifica para 
VBH-1b pSZ1 VBH-1 (Homólogo de Vasa) 
F36A2.13 pF36A2.13FV Ligasa de ubiquitina 
F25H2.8 pF25H2.8FV Enzima Conjugativa de ubiquitina 
ZK858.4 pZK858.4FV Adaptador para la ligasa de ubiquitina 

 
Tabla 6. La tabla muestra cada uno de los plásmidos utilizados en bacterias para hacer RNA 

de interferencia. PSZ1 y PSZ2 son los dos plásmidos utilizados para hacer RNA de 

interferencia en la isoforma b de vbh-1, utilizando un fragmento de 400 bases o al gen 

completo, respectivamente. Además se muestran los plásmidos utilizados para hacer 

interferencia de RNA en los componentes de la vía de ubiquitinación. 

 

 

Debido a que estamos interesados en encontrar si existe o no una 

relación entre el papel de VBH-1 y la maquinaria de ubiquitinación, se 

realizaron los experimentos de RNAi buscando, en estos animales, los 

fenotipos observados en los animales vbh-1(RNAi) tales como la acumulación 

de ovocitos, la reducción en los niveles de progenie, la presencia de ovocitos 

endomitóticos así como una elevada letalidad embrionaria. El fenotipo de los 

ovocitos endomitóticos se observó realizando tinciones con el colorante DAPI 

(este colorante se intercala en el DNA). Para estudiar si los animales RNAi en 

los genes de la vía de ubiquitina presentan este fenotipo de ovocitos 

endomitóticos, se tiñeron con DAPI siguiendo el protocolo de tinción descrito en 

materiales y métodos. 
 

 

5.4.4.1. RNAi EN LA ENZIMA CONJUGATIVA DE UBIQUITINA (E2) 

 

 La ausencia de VBH-1 provoca un incremento en los niveles de 

expresión del gen que codifica para una enzima conjugativa o E1 F25H2.8 (+). 

Cuando se hizo RNA de interferencia en la enzima conjugativa se encontró un 

incremento en la acumulación de ovocitos en un 32% en comparación con los 

animales control de la cepa rrf-1, en donde observamos un 14% de animales 

con ovocitos acumulados (Figura 15 panel A y C).  
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Figura 15. Animales RNAi en algunos genes de la vía de ubiquitinación. A) Fotografía tipo 

Nomarski de la gónada de un animal control. B) Gónada de animales vbh-1(RNAi) en donde se 

muestra la acumulación de ovocitos en la parte proximal. C) La falta de la enzima conjugativa 

(F25H2.8) causó un incremento en la acumulación de ovocitos en el 32% de los animales. D) 

Se muestra la acumulación de ovocitos (40%) como consecuencia de la falta de la ligasa de 

ubiquitina (F36A2.13). E) La acumulación de ovocitos fue más severa en los animales que 

carecen de un adaptador de la ligasa E3 de ubiquitina (ZK858.4). 

 

 

No observamos ovocitos endomitóticos en una tinción con DAPI (Figura 

16 panel B). Sin embargo, si observamos que los cromosomas de los ovocitos 

de estos animales muestran una morfología anormal ya que las bivalentes 

(cromosomas homólogos apareados durante la meiosis y que se encuentran en 

proceso de recombinación) se encuentran ligeramente separados, lo cual 

sugiere que no se está llevando a cabo de manera correcta la meiosis. 
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Figura 16. Tinción con DAPI para visualizar la morfología nuclear en la gónada. Cuando el 

DNA se replica sin que ocurra una división celular se dice que ocurrió una endomitosis. A) Se 

muestra la tinción con DAPI de la gónada de los animales silvestres. En el recuadro en A se 

muestran los núcleos en diacinesis en donde cada uno de los cromosomas puede visualizarse 

como un punto blanco. B y C) Se muestra que cuando se realiza la tinción en animales RNAi 

de los genes que codifican la enzima conjugativa y la ligasa de la vía de ubiquitina, 

respectivamente, se observan núcleos normales. D) Por el contrario, la tinción con DAPI en 

aquellos animales que carecen del adaptador para la ligasa de ubiquitina se observan algunos 

ovocitos endomitóticos los cuales son señalados con un asterisco. La presencia de ovocitos 

con núcleos endomitóticos es un fenotipo similar al observado en los animales que carecen de 

VBH-1. Los recuadros en cada panel muestran a detalle la morfología nuclear. 

 

 

A diferencia los animales vbh-1(RNAi), los animales RNAi en este gen 

no tuvieron notablemente menos hijos (Tabla 5 y Figura 17). Sin embargo, 

estos animales RNAi mostraron un ligero incremento en la letalidad embrionaria 

en comparación con los animales silvestres (Figura 17).  
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Figura 17. Gráfica que muestra el porcentaje de hijos y letalidad embrionaria que tienen la 

cepa silvestre y los animales RNAi de los genes relacionados a la vía de ubiquitinación. Los 

animales RNAi en la enzima conjugativa y en la ligasa de ubiquitina muestran una ligera 

reducción en el número de hijos en comparación con los animales control, mientras que la falta 

del adaptador de la ligasa no causó una disminución en la progenie. Por su parte, la letalidad 

embrionaria se vió severamente afectada únicamente en aquellos animales RNAi en el 

adaptador de la ligasa al mostrar una letalidad de alrededor de 93%. 

 
 

5.4.4.2. ANÁLISIS DE LOS ANIMALES RNAi EN LA LIGASA DE 
UBIQUITINA (E3) 

 

Cuando se realizó RNAi en el gen que codifica para la ligasa de 

ubiquitina F36A2.13 (+), el cual incrementa su expresión en ausencia de VBH-

1, se observó una acumulación de ovocitos en la parte proximal de la gónada 

en un 42% de los animales (Figura 15 panel D). Por medio de una tinción con 

DAPI observamos que la ausencia de esta ligasa de ubiquitina resultó en la 

presencia de ovocitos endomitóticos en un 20% de los animales observados 

(Figura 16 panel D), la cual es una característica similar a la que presentan los 

animales vbh-1(RNAi) (Figura 8 panel D). Por su parte, a diferencia de los 
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animales vbh-1(RNAi), la falta de esta proteína no causó una reducción 

evidente en el número de hijos (Tabla 5 y Figura 17). Por el contrario, estos 

animales RNAi en la ligasa de ubiquitina mostraron un incremento importante 

en la letalidad embrionaria de alrededor del 4% (Figura 17).  
 

5.4.4.3. RNAi EN UN ADAPTADOR DE LA LIGASA DE UBIQUITINA  

 

 Los resultados del microarreglo mostraron que la falta de VBH-1 causa 

una reducción en los niveles de expresión del gen que codifica un adaptador de 

la ligasa de ubiquitina ZK858.4 (-). La interferencia de RNA en este gen mostró 

un elevado número de animales (60%) con ovocitos acumulados en la región 

proximal de la gónada (Figura 15 panel E). Sin embargo, al analizar la 

morfología de los núcleos con DAPI observamos que la falta de este adaptador 

no ocasionó la presencia de núcleos endomitóticos (Figura 16 panel C). Los 

niveles de progenie de estos animales que carecen de una adaptador de ligasa 

son similares al de la cepa silvestre (100%) (Tabla 5 y Figura 1), mientras que 

la letalidad embrionaria se ve severamente afectada en estos animales al 

mostrar una letalidad de alrededor del 93% en comparación con los animales 

control (Figura 17). 

De 14 genes analizados encontramos que la falta de 9 de estos 

producen un fenotipo similar al de los animales vbh-1(RNAi) al presentar un 

incremento en la acumulación de ovocitos, al mostrar una reducción en el 

número de hijos y/o al presentar un incremento en la letalidad embrionaria. La 

descripción general de estos resultados se describe a continuación. De los seis 

genes analizados que reducen sus niveles de expresión en el microarreglo, 

solo dos de ellos mostraron un fenotipo similar a la ausencia de VBH-1 al 

presentar una reducción en la progenie y una elevada acumulación de ovocitos 

en la parte proximal de la gónada. Por su parte, de los 8 genes analizados que 

incrementan sus niveles de expresión en el microarreglo, encontramos que 7 

de éstos muestran fenotipos similares al de los animales vbh-1(RNAi) ya que la 

inhibición de dos de éstos genes mostró una elevada acumulación de ovocitos, 

el RNAi en un gen mostró una importante reducción en los niveles de progenie, 

por su parte la inhibición de 2 genes presentó tanto un fenotipo de reducción de 
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progenie como un incremento en la acumulación de ovocitos y finalmente, el 

RNA de interferencia de 2 genes más mostró un incremento en la letalidad 

embrionaria y en la acumulación de ovocitos (Tabla 5).  

Con el objetivo de entender la relación entre la función de VBH-1 y los 

genes encontrados en el análisis de microarreglos, decidimos enfocarnos en el 

estudio de los genes de la vía de la ubiquitinación debido a que la ausencia de 

éstos, muestra fenotipos muy similares a los observados en los animales vbh-

1(RNAi) y también debido a que en el microarreglo se obtuvieron varios de los 

genes de esta vía. A continuación se describe el fenotipo de la falta de estos 

genes con más detalle así como su posible relación con VBH-1 y el proceso de 

la ubiquitinación. 
 

 

5.4.5. ANÁLISIS DEL PROCESO DE UBIQUITINACIÓN EN ANIMALES 
SILVESTRES Y vbh-1(RNAi) 

 
 Como primer enfoque para estudiar la relación que existe entre el 

proceso de ubiquitinación y la función de VBH-1, decidimos estudiar el patrón 

de ubiquitinación en extractos totales de animales silvestres y vbh-1(RNAi) 

(pSZ1) por medio de análisis tipo Western blot. La ubiquitina es una enzima 

muy conservada durante la evolución, así que utilizamos un anticuerpo 

comercial contra la ubiquitina de ratón (SIGMA). En este experimento se trató 

de identificar en una escala general si las proteínas de los animales RNAi 

mostraban alguna diferencia en el patrón de ubiquitinación de las proteínas. 

Observamos que los patrones de ubiquitinación obtenidos en ambos casos no 

nos permite encontrar diferencias evidentes (Figura 18).  
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Figura 18. Western blot que muestra los niveles de ubiquitinación en extractos totales en 

diversas cepas. Se corrieron extractos de proteínas totales de la cepa silvestre (N2) y animales 

vbh-1(RNAi) en un gel desnaturalizante para proteínas. El gel se transfirió y se incubó con un 

anticuerpo policlonal comercial contra la ubiquitina. No se observaron diferencias evidentes 

importantes en los niveles de expresión de la ubiqutitina. 
 

 

Como un segundo enfoque decidimos utilizar el anticuerpo contra 

ubiquitina en ensayos de inmunotinción para ver si detectábamos alguna 

diferencia en el patrón de ubiquitinación de proteínas a nivel morfológico. 

 Se realizaron también los ensayos de inmunotinción en gónadas 

extraídas de animales silvestres y no encontramos alguna señal que 

evidenciara la presencia de la molécula de ubiquitina (Figura 19 panel A y B). 

Del mismo modo, no observamos ninguna señal de la marca de ubiquitinación 

en las gónadas extraídas de los animales vbh-1(RNAi) (pSZ1) (Figura 19 panel 

C y D).  

 

 

N2 vbh-1 (RNAi )
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Figura 19. Expresión de ubiquitina en las cepas silvestre N2(PV) y vbh-1(RNAi). Se disecaron, 

fijaron y tiñeron gónadas de las cepas silvestre y de animales vbh-1(RNAi) con un anticuerpo 

policlonal contra ubiquitina y DAPI para visualizar los núcleos. No se observaron diferencias 

significativas en los patrones de expresión en gónadas. 

 

 

Cuando se hizo la inmunotinción en embriones utilizando el anticuerpo 

contra ubiquitina observamos que un grupo de células, que aún no hemos 

identificado, muestra una señal de ubiquitina en algunos animales vbh-1(RNAi) 

en estadios tardíos como son dos vueltas y pretzel (Figura 20 panel P y T). Es 

importante mencionar que esta señal aunque es más evidente en los animales 

vbh-1(RNAi), algunos embriones silvestres en etapas avanzadas de la 

embriogénesis también la presentan. La figura 20 panel N y R muestra los 

estadios de dos vueltas y pretzel de la cepa silvestre donde se observa una 

señal débil positiva para ubiquitina. La señal de ubiquitina en los embriones 

que carecen de VBH-1 muestran una localización en un grupo de células en el 

A B

C D

α-ubiquitina

N2(PV)

vbh-1(RNAi)

DAPI

ovocitos

distal

proximal

distal

proximal

distal

proximal

distal

proximal

ovocitos
acumulados

Neevia docConverter 5.1



 

 

84

centro del cuerpo del embrión (flechas en la Figura 20). Debido a que en los 

embriones de los animales vbh-1(RNAi) se observa un ligero incremento en la 

señal de ubiquitina en estadios avanzados de la embriogénesis, decidimos 

analizar el patrón de expresión de la  ubiquitina por medio de inmunotinciones 

en animales RNAi para cada uno de los genes de la vía de ubiquitina que 

fueron encontrados en el microarreglo.  

 

 
 
Figura 20. Expresión de ubiquitina en las cepas silvestre N2(PV) y vbh-1(RNAi). Se disecaron, 

fijaron y tiñeron embriones de las cepas silvestre y de animales vbh-1(RNAi) con un anticuerpo 
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policlonal contra ubiquitina y DAPI. No se observaron diferencias significativas en los patrones 

de expresión en embriones de estadios anteriores al de 30 células. Sin embargo, en estadios 

avanzados de la embriogénesis, como son los embriones de dos vueltas y pretzel, se observó 

un grupo de células que parecen ser positivas para esta señal (flechas).  

 

 

Cuando hacemos RNA de interferencia en el gen que codifica para la 

enzima conjugativa, la ligasa de ubiquitina y el adaptador de la ligasa, así como 

un análisis de inmunotinción utilizando al anticuerpo que reconoce a la 

ubiquitina, se encontró que al igual que en los animales vbh-1(RNAi), la señal 

de la ubiquitina se detecta únicamente en los estadios más avanzados de la 

embriogénesis (Figura 21). En las etapas de 2, 4, 30 y 100 células se encontró 

que estos embriones no muestran diferencias en la inmunotinción en 

comparación con los animales silvestres (datos que no se muestran). Por el 

contrario, conforme avanza el desarrollo, se encontró que esta señal de 

ubiquitina está presente en aquellos animales que carecen de alguno de los 

componentes de la vía de ubiquitinación en las etapas de dos vueltas y pretzel 

de manera similar a lo que se observa en los animales vbh-1(RNAi). 
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Figura 21. Expresión de ubiquitina durante la embriogénesis de animales silvestres, vbh-

1(RNAi) y de los animales RNAi en el gen que codifica para la enzima conjugativa, la ligasa y el 

adaptador de la ligasa de ubiquitina. Las fotografías muestran embriones en las etapas 

avanzadas de la embriogénesis conocidas como dos vueltas y pretzel, En azul se muestra una 

tinción con DAPI mientras que en verde se muestra la inmunotinción utilizando el anticuerpo 

anti-ubiquitina. Al igual que en los animales vbh-1(RNAi) la falta de alguno de los componentes 

de la vía de ubiquitina muestran un ligero incremento en la señal positiva para la molécula de 

ubiquitina.   

 

 

Es importante mencionar que aunque los animales silvestres llegan a 

presentar una señal similar en la inmunotinción esta se observa en un bajo 

porcentaje de embriones. Además, es importante destacar que la intensidad de 

la señal de ubiquitina se incrementa ligeramente cuando se hace RNAi en vbh-

1 o en cualquiera de los genes de ubiquitina. No creemos que esta señal de 

ubiquitina cause letalidad en los embriones ya que la letalidad embrionaria en 

animales vbh-1(RNAi) es muy baja (1.2 %). El laboratorio cuenta con la 

mutante de vbh-1, identificada como vbh-1(ok567), la cual presenta una 

letalidad embrionaria del 100%. Debido a los resultados anteriores, resultaría 

interesante estudiar los patrones de ubiquitinación en esta mutante. 

Desafortunadamente, no es posible estudiar esta cepa debido a que presenta 

balanceadores genéticos que por sí solos causan letalidad embrionaria. 

Después de realizar el análisis de inmunotinción en las gónadas de los 

animales RNAi para los tres genes de ubiquitina, se observó una mayor 

acumulación en la señal de ubiquitina, la cual se encuentra localizada 

específicamente en el núcleo del ovocito (Figura 22 panel F, G y H, 

respectivamente). En el núcleo de los animales silvestres (N2PV) y de los 

animales vbh-1(RNAi) esta señal se encuentra ausente (Figura 22 panel E). En 

el caso de las gónadas de los animales RNAi de la enzima conjugativa 

observamos que esta señal, aunque se localiza principalmente en el núcleo del 

ovocito, se distribuye también en el citoplasma aunque en niveles más 

reducidos (Figura 22 panel F), mientras que los ovocitos de los animales RNAi 

de la ligasa y del adaptador de la ligasa muestran esta señal localizada 

específicamente en el núcleo de los ovocitos (flechas).  
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Figura 24. La falta de cada uno de los tres componentes de la maquinaria de ubiquitinación 

causa un incremento en la señal de ubiquitina en el núcleo de los ovocitos. Gónada de 

animales silvestres (E) y animales RNAi en la enzima conjugativa (F), la ligasa de ubiquitina (G) 

y un adaptador de la ligasa de ubiquitina (H) cuyas gónadas se disecaron, fijaron y tiñeron 

usando un anticuerpo policlonal contra ubiquitina. Como se puede observar, los ovocitos de los 

animales RNAi de los tres genes de la vía de ubiquitina muestran una señal positiva para la 

ubiquitina. 

 

  

5.4.6. ANÁLISIS TIPO NORTHERN BLOT PARA CONFIRMAR LOS NIVELES 
DE EXPRESIÓN DE LOS GENES DE LA VÍA DE UBIQUITINA EN 
AUSENCIA DE VBH-1 
 

 A través de un análisis de microarreglos se mostró que  la falta de la 

proteína VBH-1 modifica los niveles de expresión de tres genes que codifican 

para proteínas involucradas en el proceso de degradación de proteínas por 

ubiquitinación, la enzima conjugativa, la ligasa y un adaptador de la ligasa de 

ubiquitina. Los dos primeros genes incrementaron sus niveles de expresión, 

mientras que el último redujo sus niveles de expresión en ausencia de VBH-1. 

Decidimos confirmar estos cambios en los niveles de expresión por medio de 

experimentos de tipo Northern blot. 

Se corrieron muestras de RNA total de animales silvestres (N2PV) y 

animales vbh-1(RNAi) adultos y se utilizaron sondas de cada uno de los tres 
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genes a analizar para estudiar sus niveles de expresión. No encontramos que 

el gen que codifica para la enzima conjugativa incrementara sus niveles de 

expresión en los extractos de RNA obtenidos a partir de animales vbh-1(RNAi) 

como lo mostró el análisis de microarreglos. Un análisis densitométrico indicó 

que el nivel de expresión de este gen es de alrededor de 0.8 en la muestra 

experimental (vbh-1(RNAi), mientras que el nivel de expresión en la muestra 

control (N2PV) es de 1 (Figura 23). Esto puede deberse a que el RNA de los 

animales silvestres y vbh-1(RNAi) muestran un patrón distinto en el corrimiento 

del RNA. En la figura 25 se muestra que en el segundo carril, el cual 

representa el RNA de los animales vbh-1(RNAi), existe un patrón de 

corrimiento del RNA distinto al que se observa en los animales silvestres. El 

RNA de los animales silvestres corresponde al primer carril del gel. Este 

corrimiento distinto se observa en la zona punteada y creemos que representa 

una gran cantidad de nuestro RNA de interés, ya que este patrón no se 

observa cuando se híbrida la membrana con el gen de actina. Debido a esto, 

cuando se realiza el análisis densitométrico, no es posible encontrar un 

incremento en los niveles de expresión de este gen, tal y como lo muestra el 

microarreglo. Otra posibilidad del bajo nivel de expresión de este gen en los 

animales vbh-1(RNAi) puede ser a que este gen tiene dos formas alternativas 

de splicing, las cuales a pesar de presentar el mismo número de residuos de 

aminoácidos, pudieran tener diferencias a nivel de RNA mensajeros en sus 

extremos 5 ´y ´3 UTR que ocasionen estas diferencias en el gel.  

Cuando realizamos el Northern blot utilizando como sonda el gen de la 

ligasa, encontramos que en los animales vbh-1(RNAi) se observa un 

incremento en sus niveles de expresión en comparación con los animales 

N2(PV), lo cual corresponde a lo observado en el microarreglo. La figura 23 

muestra  que en los animales vbh-1(RNAi), el cual se encuentra en el segundo 

carril, presenta un nivel de expresión de 2.1, en comparación con los animales 

silvestres que presentan un nivel de 1. Éstos últimos se encuentran 

representados en el primer carril del gel. El análisis densitométrico en la 

hibridación con el gen de actina mostró niveles similares en la expresión de 

este gen. Finalmente, el análisis densitométrico de los niveles de expresión del 

gen que codifica el adaptador de la ligasa de ubiquitina mostró una reducción 

de la expresión de este gen en aquellos animales que carecen de VBH-1, tal y 
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como se detectó en el microarreglo. En los animales vbh-1(RNAi) el nivel de 

expresión de este gen es de 0.5, mientras que en lo animales control este nivel 

es de 1.  

De manera comparativa con los resultados obtenidos en el análisis de 

microarreglos, el análisis de Northern blot  mostró que de los tres genes de la 

vía de ubiquitinación analizados, dos de ellos presentaron un cambio en sus 

niveles de expresión los cuales fueron similares a los obtenidos en el 

microarreglo. El análisis de la expresión del gen que codifica la enzima 

conjugativa no pudo determinarse claramente por Northern blot en nuestro 

experimento, sin embargo, actualmente el Dr. Franco quien realiza una 

estancia posdoctoral en el laboratorio repitió este experimento confirmando que 

en ausencia de VBH-1 la enzima conjugativa incrementa sus niveles de 

expresión tal y como lo muestra el análisis de microarrelos. De esta manera, 

con el uso de dos técnicas diferentes pudimos confirmar que algunos de los 

genes que participan en la vía de ubiquitinación modifican sus niveles de 

expresión en ausencia de VBH-1. 
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6. DISCUSIÓN GENERAL 
 
 

Las RNA helicasas incluyen un número grande de enzimas que 

participan en múltiples aspectos del metabolismo del RNA, tales como la 

transcripción, el splicing, el transporte, el procesamiento, la degradación, el 

RNA de interferencia y la formación del extremo 3´para la traducción del mRNA 

(Bleichert y Baserga, 2007). Recientemente se ha demostrado que las 

helicasas de RNA utilizan la energía de hidrólisis del ATP para remodelar 

complejos de RNA-RNA, RNA-DNA y RNA-proteínas y se sabe además que 

son capaces de desplazar  proteínas específicas de complejos de RNA, alinear 

distintas cadenas de RNA, funcionar como “sujetador” entre distintas moléculas 

de RNA y estabilizar intermediarios específicos que de manera natural se 

forman durante el proceso de plegamiento de proteínas. Del mismo modo, 

estas helicasas son capaces de eliminar interacciones proteína-proteína 

(Bleichert y Baserga, 2007; Eckhard y Fairman, 2007). 

Aunque diversos estudios bioquímicos, genéticos, estructurales, 

biofísicos y bioinformáticos han ofrecido hallazgos importantes  acerca de la 

funcionalidad de las helicasas de RNA al estudiar la importancia de sus 

residuos conservados en diversos aspectos de su actividad enzímatica, poco 

se sabe a cerca de las funciones específicas que realizan estas proteínas en 

sistemas in vivo (Bleichert y Baserga, 2007). Se sabe, por ejemplo, que varías 

proteínas tipo DEAD son capaces de catalizar el desenrrollamiento o 

disociación de cadenas de RNA así como también llevar a cabo la unión de 

estas cadenas a través de un proceso conocido como “apareamiento” o 

“unión”.  

Entender la función de las helicasas de RNA resulta importante en el 

estudio de diversos mecanismos y procesos biológicos debido a que participan 

en múltiples funciones celulares. Por ello, creemos importante estudiar el papel 

de la helicasa de RNA, VBH-1, como un componente de los gránulos P en la 

línea germinal de C. elegans. En este trabajo hemos encontrado que la falta de 

VBH-1 causa una reducción en la progenie así como un incremento en la 

letalidad embrionaria. Además, a través de un análisis de microarreglos hemos 
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encontrado que en ausencia de esta proteína diversos genes modifican sus 

niveles de expresión. En general, estos genes codifican para diversas 

proteínas  involucradas en múltiples funciones tales como la unión a ácidos 

nucleicos (DNA o RNA), el transporte celular, genes relacionados a la 

cromatina, la ubiquitinación de proteínas, entre otras. En nuestros resultados 

hemos encontrado que los animales RNAi en los genes de la vía de 

ubiquitinación muestran algunos fenotipos similares a los observados cuando 

se hace RNAi en VBH-1, tales como una reducción en los niveles de progenie, 

un incremento en la letalidad embrionaria así como un aumento en el 

porcentaje de animales con ovocitos acumulados. Dado que en ausencia de 

VBH-1 existen alrededor de 96 genes que modifican sus niveles de expresión 

los cuales están involucrados en diversos procesos celulares, creemos que 

VBH-1 puede estar involucrada en algún otro proceso celular además del 

desenrrollamiento de moléculas de RNA, por ejemplo en el proceso de 

degradación de proteínas a través del mecanismo de ubiquitinación debido a 

que los animales RNAi en estos genes muestran fenotipos similares a los 

observados en los animales vbh-1(RNAi). Resulta entonces interesante 

entender con detalle la participación de VBH-1 en la línea germinal de C. 

elegans, por un lado para tratar de dilucidar su papel como componente de los 

gránulos P y por el otro lado, para establecer alguna otra función celular en la 

que participen estas proteínas y que no haya sido aún reportada. En resumen, 

aunque existen muchos estudios enfocados a determinar la función de estas 

proteínas, existen pocos trabajos que demuestren la multifuncionalidad de una 

misma RNA helicasa lo que hace interesante nuestros estudios al estudiar un 

componente de los precursores de la línea germinal y al utilizar, además, a C. 

elegans como un sistema biológico in vivo.  
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7. CONCLUSIONES 
 

 

• VBH-1 es una helicasa de RNA de la familia DEAD que se expresa 

específicamente en la línea germinal de C elegans. 

 

• El bloqueo de la expresión de vbh-1  se logra eficientemente al hacer la 

interferencia de RNA en este gen. El RNAi de vbh-1 elimina por completo 

las tres isoformas conocidas de VBH-1. 

 

• Los animales vbh-1(RNAi) muestran una reducción importante en los 

niveles de progenie en comparación con la cepa silvestre. Experimentos de 

cruzas muestran que esta reducción en el número de hijos es debido a un 

defecto tanto en los ovocitos como en el esperma. 

 

• Los animales vbh-1(RNAi) muestran un incremento en los niveles de 

letalidad embrionaria de alrededor del 1.2% en comparación con los 

animales silvestres, cuyo índice oscila alrededor del 0.2%. La falta de VBH-

1 provoca la muerte en estadios avanzados de la embriogénesis. 

 

• La falta de VBH-1 ocasiona una acumulación de los ovocitos en la parte 

proximal de la gónada lo cual resulta en la producción de ovocitos con 

núcleos endomitóticos, un defecto característico de ovocitos que no son 

fertilizados. 

 

• En ausencia de la helicasa de RNA VBH-1, alrededor de 100 genes alteran 

sus niveles de expresión en un análisis de microarreglos.  

 

• La falta de VBH-1 altera los niveles de expresión de la enzima conjugativa, 

la ligasa y de un adaptador de la ligasa de ubiquitina, los cuales forman 

parte de la vía de degradación de proteínas.  

 

• El fenotipo de los animales vbh-1(RNAi) es semejante al observado en 
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RNAi para genes de la vía de ubiquitinación. 

 

• La falta de la enzima conjugativa de ubiquitina causa un incremento en la 

acumulación de ovocitos en la parte proximal de la gónada, así como un 

incremento en la letalidad embrionaria. 

 

• Los animales RNAi en la ligasa de ubiquitina muestran un incremento en la 

acumulación de ovocitos y en la letalidad embrionaria. 

 

• La falta de un adaptador para la ligasa de ubiquitina causa una importante 

reducción en la progenie  así como un incremento tanto en la acumulación 

de ovocitos como en la letalidad embrionaria. 

 

• El RNAi de los genes que codifican las tres proteínas de ubiquitina, así 

como de vbh-1, causa un incremento en los niveles de expresión de 

ubiquitina en un grupo de células de embriones, en etapas avanzadas del 

desarrollo y en el núcleo de los ovocitos. 
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8. PERSPECTIVAS 
 

1. Determinar la causa de la letalidad embrionaria en los animales que 

carecen de VBH-1. 

 

2. Estudiar el papel de VBH-1 en la ovogénesis. 

 

3. Confirmar los experimentos de los microarreglos y continuar el escrutinio 

para determinar la relación de VBH-1 con los genes obtenidos en estos 

experimentos. 

 

4. Estudiar la relación entre la función de VBH-1 y la vía de ubiquitinación. 

 

5. Determinar que grupo de células muestran un patrón de ubiquitinación 

en animales RNAi en vbh-1 y en los diferentes genes de la vía de 

ubiquitinación. 

 

6. Estudiar los fenotipos de cada uno de los animales RNAi para los 

diferentes genes de la vía de ubiquitinación. 
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10. APÉNDICE I 
 
 

Durante la escritura de esta tesis, continué haciendo experimentos para 

la publicación de un artículo. En este periodo encontramos datos interesantes 

acerca de una de las funciones de VBH-1 en la gónada de C. elegans. 

Encontramos que los animales vbh-1(RNAi) acumulan ovocitos porque tienen 

defectos durante la espermatogénesis. Durante la etapa larvaria L4 del 

hermafrodita se producen todos los espermatozoides que utilizará este animal 

en su etapa reproductiva. Al cambiar a adulto la producción de 

espermatozoides se detiene y únicamente se producen ovocitos (Puoti et al., 

2001). Se sabe que este cambio de espermatogénesis se encuentra regulado 

por la acumulación de las proteínas FEM-3, que promueve la 

espermatogénesis, y la proteína TRA-2, la cual induce la ovogénesis (Puoti et 

al., 2001). Observamos que los animales vbh-1(RNAi) sufren de un cambio 

prematuro de la espermatogénesis a la ovogénesis en cual nos encontramos 

estudiando actualmente. En esta sección se incluye un artículo que fue 

aceptado recientemente para su publicación en la revista Genesis, el cual 

contiene los patrones de expresión de VBH-1 así como la falta de vbh-1 por 

medio de RNA de interferencia. Parte de este artículo contiene datos obtenidos 

durante este trabajo de maestría. 
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10.1. Resumen del Artículo 
 
 

Algunos de los resultados de la tesis de maestría se incluyeron en el 

artículo que se anexa a continuación: 

 

Resumen del Artículo: La helicasa DEAD Box VBH-1 se requiere para la 

función de las células germinales en C. elegans. 

 

 Vasa y Belle RNA helicasas tipo DEAD box necesarias para la función 

de las células germinales. Los ortólogos de diversas especies, incluidas la de 

algunos mamíferos, son capaces de complementar una mutante de S. 

cerevisiae (DED1), sugiriendo que la función de estas proteínas se encuentra 

altamente conservada. Se ha propuesto que estas proteínas se requieren para 

la regulación traduccional de mRNAs, pero su mecanismo específico de acción 

es aún desconocido. En este trabajo, describimos la función de VBH-1, una 

proteína de C. elegans cercanamente relacionada a Belle y Vasa. VBH-1 se 

expresa específicamente en la línea germinal de C. elegans, donde se 

encuentra asociada con los gránulos P, la contraparte del plasma germinal. Los 

animales vbh-1(RNAi) producen menos progenie que los animales silvestres, 

debido a defectos en la producción de ovocitos y esperma, y la letalidad 

embrionaria. Encontramos también que VBH-1 participa en el cambio de 

espermatogénesis a ovogénesis en la gónada del hermafrodita. Concluimos 

que VBH-1 y sus ortólogos pueden llevar a cabo funciones conservadas en los 

procesos de la fertilidad y el desarrollo. 
 

 

Artículo Publicado en:  Genesis 45:533-546 (2007) 
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