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ABREVIATURAS 

ATP: Adenosín Trifosfato 

APC/C: Complejo promotor de la anafase (por sus siglas en inglés) 

cDNA: Cadenas de DNA complementarias al RNA 

DNA: Ácido desoxirribonucleico 

dNTPs: Desoxinucleótidos trifosfatados 

EST: Marcador de secuencia expresada (por sus siglas en inglés) 

HisProbe-HRP: Sonda que detecta la etiqueta de 6X-His  

IPTG: Isopropil-β-D-tio-galactósido 

kDa: kilo Daltones 

LB: Medio Luria Bertani 

mRNA: RNA mensajero 

OD: Densidad Óptica 

ORF: Marco de lectura abierto “Open Reading Frame” 

PEG: Polietilenglicol 

pb: Pares de bases 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 

RT-PCR: Reacción en cadena de la polimerasa utilizando como templado cDNA 
sintetizado con la enzima retrotranscriptasa 

SCF: Complejo que ubiquitina proteínas y contiene a la proteína SKP con una F-
box (por sus siglas en inglés) 

SDS: Dodecil Sulfato de Sodio 

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con Dodecil Sulfato de Sodio 

TE: Buffer Tris.HCl 1mM, EDTA 0.2 mM 

tvcks: gen que codifica para la proteína CKS de Trichomonas vaginalis 

TvCKS: Subunidad reguladora de cinasa dependiente de ciclina de Trichomonas 
vaginalis  

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana 

YNB w/o aminoacids: Base nitrogenada para levadura (por sus siglas en inglés) 
sin aminoácidos. 

YPD: Medio de cultivo rico para levaduras que contiene, extracto de levadura, 
peptona y dextrosa. 
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1. RESUMEN 

Trichomonas v aginalis es un protozoario parásito causante de la tricomonosis 
humana, una enfermedad de transmisión sexual; este parásito forma parte de la clase 
Parabasalia, que se caracteriza por agrupar a eucariontes de divergencia evolutiva 
temprana; ambas razones hacen de este organismo un interesante objeto de estudio 
tanto por su importancia médica como por el conocimiento básico de su biología. 

El ciclo celular eucarionte está regulado principalmente por la actividad de 
heterodímeros de cinasas dependientes de ciclinas (CDK) y ciclinas (CYC). La 
formación y funcionalidad de estos complejos depende en gran medida de las 
modificaciones postraduccionales de las que es objeto la CDK, entre ellas, su unión a 
CKS, subunidad reguladora de cinasas dependientes de ciclinas. 

Las CKSs son proteínas de bajo peso molecular. En su forma monomérica se unen al 
extremo carboxilo de las CDKs y pueden regular su actividad mediante dos 
mecanismos: el primero, incrementando la afinidad de la CDK por sustratos  
fosforilados, y permitiéndole a ésta fosforilar esos sustratos en múltiples sitios; y el 
segundo, constituyendo una plataforma de acoplamiento entre la CDK y sus 
reguladores. Por otra parte, las CKSs interaccionan con el proteosoma y pueden 
regular la degradación de algunas moléculas involucradas en el ciclo celular. Se han 
descrito CKSs en levaduras, protozoarios, metazoarios y plantas. 

Uno de los intereses de nuestro laboratorio es la caracterización de proteínas 
involucradas en el ciclo celular de T. v aginalis. En este trabajo se identificaron dos 
genes que están anotados en el genoma de T. vaginalis como GenBank: 
XM_001325540.1 y XM_001320060.1; se propone que estos genes codifican para 
CKSs y se denominaron tvcks1 y tvcks2, respectivamente. Se determinó la expresión 
de ambos genes a través de la clonación y secuenciación de los cDNAs respectivos, y 
se encontró que tvcks1 puede poliadenilarse en varios sitios, ya que la señal de 
poliadenilación está en distintos sitios en la región 3´ del gen. Los genes codifican 
para proteínas de 82 aminoácidos y la estructura primaria de ambas se modeló en el 
programa PHYRE2, resultando estructuras similares a las CKSs de humano.  

Una de las características de las CKSs es su capacidad para formar dímeros in vitro. 
Para determinar la capacidad de dimerización de las TvCKSs, se expresaron las 
proteínas recombinantes de TvCKS1 y TvCKS2, se purificaron y se analizaron 
mediante SDS-PAGE (con menor concentración de SDS) y Western blot. Se 
detectaron posibles dímeros de 24 kDa de la TvCKS1.  

Las CKSs tienen gran afinidad por las CDKs, in v itro.Tres posibles CDKs de T. 
vaginalis (TvCRKs) interaccionan de manera diferencial con las TvCKSs en ensayos 
de doble híbrido.  

La caracterización de las CKSs de T. v aginalis permite acercarnos al estudio de la 
regulación del ciclo celular en este protozoario parásito, ya que este tipo de proteínas 
se ha utilizado en la identificación y caracterización de complejos CDK/CYC. 
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CARACTERIZACIÓN DE CKS1 Y CKS2, SUBUNIDADES REGULADORAS DE 
LA ACTIVIDAD DE CDKs EN Trichomonas Vaginalis. 

2. INTRODUCCIÓN 
 
GENERALIDADES DE Trichomonas vaginalis 
 

2.1 Taxonomía de Trichomonas vaginalis 

En un contexto evolutivo se han descrito seis grupos que engloban a los 

eucariontes: Amoebozoa, Opisthokonta, Excavata, Chromalveolata, Plantae y 

Rhizaria. Dentro del grupo Excavata encontramos a la clase Parabasalia que 

agrupa organismos unicelulares microaerófilos, flagelados, con aparato parabasal 

y con orgánulos productores de ATP e hidrógeno molecular; pueden ser 

comensales de vertebrados e invertebrados, o endosimbiontes de éstos últimos, 

pocos son de vida libre (Simpson y Roger, 2004 y Malik et al., 2011). Los 

parabasálidos no tienen mitocondrias, al igual que los diplomonádidos y los 

microsporidia, por lo que son comúnmente llamados amitocondriados (Horner et 

al., 1996).  

Más de 400 especies han sido caracterizadas como parabasálidas. Con base en 

análisis filogenéticos y morfológicos se dividen en seis grupos: Trichomonadea, 

Tritrichomonadea, Hypotrichomonadea, Spirotrichonymphea, Cristamonadea y 

Trichonymphea (Conrad, 2013 y Malik et al., 2011).  

Trichomonas v aginalis es un protozoario parásito que pertenece al grupo 

Trichomonadea y su clasificación taxonómica es la siguiente (www.trichbd.org):  

Dominio: Eukarya 

Clase: Parabasalia 

Orden: Trichomonadida 

Familia: Trichomonadidae 

Género: Trichomonas 

Especie: Trichomonas vaginalis 

http://www.trichbd.org/
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T. vaginalis comparte el grupo de los amitocondriados con Giardia y Entamoeba, 

otros dos parásitos del humano que son de gran importancia médica. Análisis 

filogenéticos de la pequeña subunidad del RNA ribosomal 16S y factores de la 

fase de elongación de la traducción (EF-1a y EF-2) colocan a los amitocondriados 

cerca de la base de los árboles eucariontes (Sogin, 1991). Por ello se sugiere 

fuertemente que los parabasálidos son organismos de divergencia evolutiva 

temprana (Sogin et al., 1991 y Embley y Hirt, 1998).  

Anteriormente se creía que debido a la carencia de mitocondrias, los organismos 

amitocondriados representaban una fase premitocondrial en la evolución de los 

eucariontes (Vanacova et al., 2003); sin embargo, hoy en día también existe la 

hipótesis de que el ancestro de los tricomonádidos albergó al endosimbionte 

progenitor de las mitocondrias, y después de la divergencia de los tricomonádidos 

este endosimbionte dió lugar a los hidrogenosomas (Sogin y Silberman, 1998 y 

Roger et al., 1996). Otros autores consideran que los hidrogenosomas son una 

modificación de la mitocondria (Cavalier-Smith, 1987 y Gunderson, 1995). 

Metabólicamente este parásito es anaerobio y genera su energía en el citoplasma 

a través de la glicólisis. Los hidrogenosomas se encargan de generar ATP 

adicional mediante el metabolismo del malato o del piruvato a través de la 

oxidoreductasa de piruvato: ferredoxina, y utilizan la succinil coenzima A sintetasa 

para catalizar la formación de ATP. Uno de los productos de la reacción es el 

hidrógeno molecular, y de ahí el nombre de hidrogenosomas (Müller, 1993, Lahti 

et al., 1994 y Johnson et. al., 1990). 

Se demostró la presencia de genes que codifican para proteínas de choque 

térmico (cpn60 y HSP70) en el genoma de T. vaginalis; en otros eucariontes estas 

proteínas cumplen la función de chaperonas que permiten el plegado de proteínas 

que se importan a la mitocondria. La evidencia anterior apoya la idea de que los 

tricomonadidos alojaron el endosimbionte precursor de las mitocondrias, sin 

embargo, aún hace falta determinar si este endosimbionte dio lugar a los 

hidrogenosomas, o si primero originó mitocondrias que después se modificaron a 

hidrogenosomas (Germot et al., 1996 y Horner et al., 1996).  
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2.3 Biología celular 

T. vaginalis mide entre 10 y 20 µm de largo y tiene un diámetro aproximado de 

7µm. En este protozoario se pueden observar orgánulos característicos de los 

eucariontes como el aparato de Golgi, el retículo endoplásmico y el sistema 

vacuolar, entre otros (Arroyo et al., 1993). Las características de su citoesqueleto 

son inusuales, tiene algunas estructuras especializadas como la costa, el axostilo 

y la pelta. Los parabasálidos cuentan con un aparato parabasal que consiste en el 

aparato de Golgi unido a fibras estriadas cerca del cariomastigonte (estructura 

formada por el núcleo y cuatro cuerpos basales que anclan los tres flagelos 

anteriores y el flagelo recurrente) (Malik et al., 2011). T. v aginalis tiene cuatro 

flagelos anteriores y un quinto flagelo asociado a su membrana ondulante (Arroyo 

et al., 1993 y Hirt, 2013).  

T. vaginalis coloniza la mucosa del epitelio vaginal en la mujer y de la uretra en el 

hombre, y fuera de su hospedero no es capaz de sobrevivir. La forma infectiva y el 

único estadio del parásito se conoce como trofozoito, durante la infección este 

cambia rápidamente de una forma ovoide a una ameboide aplanada (ver figura 1) 

(Hirt, 2013).  

 

 

 

                                            

 

 

 

Figura 1. Micrografía electrónica de T. vaginalis. Se observa el trofozoito adherido a células 

epiteliales vaginales (Cover Science. Antonio Pereira-Neves y Marlene Benchimol). 
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2.4 Importancia médica   

T. vaginalis es un parásito extracelular que habita el tracto urogenital humano y  

causa la enfermedad conocida como trichomonosis. Esta enfermedad es de 

distribución cosmopolita y se ha observado en todos los grupos raciales y en todos 

los estratos socioeconómicos (Petrin et al., 1998). 

La trichomonosis es una de las enfermedades sexuales no virales más recurrentes 

y se transmite por contacto sexual. Se estima que 276.4 millones de nuevos casos 

ocurren cada año en todo el mundo (World Health Organization, WHO 2012). En 

México, según el Sistema de Vigilancia Epidemiológica, la tricomonosis ocupa el 

duodécimo lugar dentro de las principales 20 enfermedades transmisibles, siendo 

las mujeres las más afectadas. Los estados de Puebla, Veracruz y Tlaxcala son 

los de mayor incidencia (Información Epidemiológica de Morbilidad Anuario 2011). 

Se ha descrito que T. v aginalis puede ser un reservorio para diversos virus. 

Existen cuatro virus de doble cadena de RNA que penetran en el parásito por 

medio de endocitosis, pertenecen a la familia Totiviridae y sus genomas miden 

alrededor de 4.5 kb, en esa familia también se incluyen los virus de otros protistas 

parásitos como Giardia Lamblia y Leishmania braziliens. Los virus de T. vaginalis 

(TVV) afectan la expresión de las cisteín proteasas y de la glicoproteína 

inmunógena P270 que se expresa en la superficie del parásito, por lo cual se 

piensa que la presencia de los virus está asociada con la virulencia de T. vaginalis 

(Benchimol et al., 2002, Conrad et al., 2013, Hirt et al., 2013, Kissinger y Adamski 

et al., 2013 y Petrin, 1998). Se ha demostrado in v itro que el Virus de la 

Inmunodeficiencia Humana (VIH-1) también puede internalizarse en el trofozoito 

del parásito a través de vesículas endocíticas y el virus es albergado 

aproximadamente 48 horas, tras las cuales es degradado dentro de vacuolas 

citoplasmáticas (Rendón-Maldonado et al., 2003).  

Síntomatología 

En las mujeres la trichomonosis ocasiona vaginitis, provoca inflamación e irritación 

de la vulva, flujo vaginal con mal olor y color anormal, además de 
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microhemorragias cervicales conocidas como cérvix de fresa; en estadios más 

avanzados de la infección se observa prurito y dispareunia (dolor sexual durante 

y/o después del coito). En los hombres es poco probable que se desarrollen 

síntomas, sin embargo en ocasiones se desarrolla uretritis purulenta (Petrin, 

1998). La trichomonosis asintomática es un problema mayor, ya que las personas 

infectadas no tratadas se convierten en reservorios potenciales para la transmisión 

del parásito (Cudmore y Garber, 2010). 

Existen otros riesgos para las mujeres que sufren tricomonosis, ya que las 

embarazadas pueden sufrir aborto, tener un parto prematuro o hijos con bajo peso 

al nacer. La causa atribuible es la reacción inflamatoria que produce la presencia 

de T. vaginalis (Fichorova et al., 2009 y Sutton, 1999). En los hombres se puede 

manifestar prostatitis,  inflamación pélvica y descarga uretral que puede ser poca o 

moderada (Krieger, 1995 y Cotch et al., 1997).  

Se considera que la trichomonosis puede facilitar la infección por VIH en mujeres, 

ya que en hombres hay pocos estudios relacionados con el tema (Laga et al., 

1994, McClelland, 2007 y Van der Pol et al, 2008). En 11 estudios diferentes se 

encontró una asociación positiva con significancia estadística entre la tricomonosis 

y la infección con VIH (Kissinger y Adamski, 2013). La tricomonosis ocasiona una 

respuesta inmune local agresiva y desequilibrada y se rompen las barreras 

inmunes de la mucosa en el área infectada, lo cual es aprovechado por el virus 

para atravesar el epitelio (Hirt, 2013). En casos de vaginosis bacteriana, ésta se ve 

incrementada por la presencia del protozoario, lo que también ocasiona un 

proceso inflamatorio y aumenta el riesgo de contraer el virus de la 

imnunodeficiencia humana. Se ha encontrado que entre los pacientes con VIH, 

algunos que también están infectados con T. vaginalis muestran un mayor título 

viral en el tracto urogenital, y aunque esa asociación no es clara aún, los pacientes 

que reciben tratamiento contra la trichomonosis disminuyen la carga viral en sus 

secreciones genitales (Kissinger  y Adamski, 2013). 
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Diagnóstico 

La detección de la tricomonosis puede llevarse a cabo por observación al 

microscopio de una muestra fresca. El diagnóstico más confiable es el cultivo in 

vitro de esa muestra, aunque también se pueden realizar métodos inmunológicos 

como el ELISA (Fichorova et al., 2009 y Garber, 2005). Los ensayos de 

amplificación de ácidos nucleicos de T. v aginalis por PCR, que son altamente 

sensibles, ya están disponibles comercialmente (Bachmann, 2011).  Por otra parte 

hay factores que dificultan el diagnóstico como son la falta de síntomas y el 

traslape con síntomas característicos de otras enfermedades ocasionadas por 

bacterias y/u hongos (Cudmore y Garber, 2010). 

Tratamiento 

Actualmente  el metronidazol, utilizado desde 1960, y el tinidazol aprobado en 

2004 por la FDA, son los compuestos útiles para atacar la enfermedad. 

Lamentablemente el parásito ha adquirido resistencia a esos fármacos, 

probablemente debido a las similitudes estructurales de estas dos moléculas. El 

metronidazol se incorpora al hidrogenosoma por difusión pasiva e interfiere con los 

procesos metabólicos membranales del parásito (Petrin et al., 1998). Los usuarios 

del tinidazol han tenido menos efectos adversos (frecuentemente problemas 

gastrointestinales) en comparación con los usuarios del metronidazol (Bachmann, 

2011).   

2.5 Genética 

El genoma de T. vaginalis fue liberado en el año 2007. El tamaño de este genoma 

es grande en comparación con el de otros protozoarios parásitos, mide 

aproximadamente 160 Mpb (Carlton et al., 2007) y contiene seis cromosomas 

monocéntricos (Gómez-Conde et al., 2000, Lehker y Alderete, 1999). Se han 

identificado aproximadamente 46,000 genes que codifican para proteínas. Se ha 

sugerido que este organismo tuvo uno o varios eventos de duplicación. El genoma 

es repetitivo en un 65% y es rico en A+T. Sólo se han encontrado 65 genes que 
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contienen intrones y se han identificado cinco RNAs pequeños nucleares: U1, U2, 

U4, U5 y U6 (Smith y Johnson, 2011). 

Se tiene evidencia de que la transcripción en este parásito puede llevarse a cabo 

por las tres polimerasas descritas para eucariontes superiores: RNA polimerasa I 

(pol I), RNA polimerasa II (pol II) y RNA polimerasa III (pol III). Se ha caracterizado 

ampliamente la región promotora de los genes que codifican proteínas y que son 

transcritos por pol II. Estos genes no tienen una secuencia típica de las cajas 

TATA, pero sí una secuencia consenso denominada elemento iniciador de la 

transcripción, Inr, cuya secuencia consenso es: T/C C A (+1) Py T/A. Este 

elemento es reconocido por la proteína IBP39 que hasta el momento es específica 

de T. v aginalis, ya que no se han identificado ortológos en otros organismos. 

Análisis por BLAST indican que en este parásito hay componentes homólogos de 

la maquinaria de transcripción de metazoarios (complejo de pre-iniciación) 

(Vanacova et al., 2003 y Liston et al., 2001). 

En T. v aginalis hay dos proteínas putativas de unión a cajas TATA (TBPs),  

aunque esas cajas no se han identificado en los promotores transcritos por la pol II 

y únicamente en el promotor del RNA pequeño nuclear U6 se ha observado una 

posible secuencia TATA a -28 nt. En este organismo las TBPs pudieran formar 

parte del complejo de transcripción como sucede en eucariontes superiores. La 

mayoría de los factores asociados a TBP también han sido descritos in s ilico 

(datos de nuestro laboratorio).   

Los mRNAs de T. vaginalis poseen regiones 5’ y 3´ no traducibles de 5 a 20 nt y 

de 5 a 43 nt en promedio respectivamente. Son regiones ricas en A/T que  son 

cortas en comparación a las de otros eucariontes (Vanacova et al., 2003). El 

extremo 5´ de los mRNAs maduros posee un cap, y el extremo 3´ está 

poliadenilado. El estudio de las señales de poliadenilación en este organismo ha 

sido uno de los temas de investigación de nuestro grupo. Se ha encontrado que, 

en contraste con la señal canónica de poliadenilación eucarionte (AAUAAA), en T. 

vaginalis la señal de poliadenilación es el tetranucleótido UAAA. De manera 
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interesante, el codón de paro UAA puede formar parte de este motivo (Espinosa et 

al., 2002 y Fuentes et al., 2012).  

2.6 El ciclo Celular y sus principales reguladores 
El ciclo celular de todos los organismos es el proceso fundamental que sostiene su 

sobrevivencia, es entendido como un conjunto de eventos que permiten el 

crecimiento de una célula madre que se duplicará y generará dos células hijas 

(Harashima et. al., 2013). Para estudiar el ciclo celular, éste se ha dividido en 

cuatro fases particulares: Fase Gap 1, en la que la célula crece y se prepara para 

tener los recursos necesarios (proteínas y RNA) que le permitan el paso a la Fase 
de Síntesis, en donde el material genético es duplicado con alta fidelidad. En la 

Fase Gap 2 la célula crece y se prepara para iniciar la Fase de División, en la 

que la célula puede entrar en mitosis o meiosis (en células germinales) y reparte 

su material genético y citoplasmático en las dos células hijas. En el ciclo mitótico la 

fase de división se conoce como Fase M y está subdividida en cuatro fases: 

profase, metafase, anafase y telofase (ver figura 2). En el estado celular G0 la 

célula no replica su DNA ni se divide y en algunas células este estado es posterior 

a la diferenciación. La duración del ciclo celular puede variar entre organismos y 

entre tipos celulares (Morgan, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Fases del ciclo celular. Se representan las cuatro fases del ciclo celular: Fase G1,    

Fase de Síntesis (S), Fase G2, Fase M (se compone de subfases: profase, metafase, anafase y 
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telofase). Los tres puntos principales de control están señalados con flechas rojas: G1/S, G2/M y 

metafase a anafase. (Modificada de Morgan, 2007) 

 

El ciclo celular de protozoarios parásitos se ve ligado a su ciclo de vida, el cual 

puede requerir distintos hospederos y una alternancia entre estadios donde son 

activamente proliferativos y otros donde la división no ocurre (Yaeger, 1996, 

Hammarton, 2007 y Motram, 1994).  

T. vaginalis tiene un único estadio, el trofozoito y se reproduce asexualmente por 

fisión binaria longitudinal. Se ha reportado que el ciclo celular de este parásito 

consta de las fases G1, S, G2 y M. Inhibidores de la transición G1/S de levaduras 

y vertebrados (hidroxiurea, afidicolina y timidina) no tienen efecto en T. vaginalis, 

probablemente porque en este protozoario las proteínas involucradas en esa 

transición son distintas a las de aquéllos organismos. Por otro lado, la fase G2 es 

la fase dominante en el crecimiento logarítmico y se afecta por colchicina y 

nocodazol, igual que sucede con las células de levaduras y vertebrados, lo que 

sugiere que la fase G2 es similar entre todos estos organismos (Riley, 1994). La 

mitosis dura 45 minutos y se divide en cinco estadios: profase, metafase, anafase 

(temprana y tardía), telofase (temprana y tardía), y citocinesis, dentro de las cuales 

la cromatina experimenta diferentes grados de condensación (Gómez-Conde et 

al., 2000). En Tritrichomonas f oetus el huso mitótico es lateral y se mantiene 

intacta la envoltura nuclear (mitosis cerrada), esto último también sucede en T. 

vaginalis (Ribeiro, 2002).   

El ciclo celular eucarionte se regula en mayor o menor medida tanto por factores 

genéticos como por factores ambientales. Se identificaron tres puntos de control 

en el ciclo celular: el llamado punto de control G1/S o START que compromete a 

la célula a iniciar un nuevo ciclo celular y a la duplicación del DNA; el punto de 

control G2/M que controla los eventos tempranos de la mitosis; y finalmente el 

punto de la transición de metafase a anafase en la mitosis que controla la 

separación de las cromátidas hermanas en las dos células recién formadas (ver 

figura 2) (Harashima et. al., 2013). Estos puntos de control monitorean que las 
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condiciones metabólicas sean apropiadas para la generación de células hijas. En 

los eucariontes se conservan dos grupos importantes de proteínas que a través de 

su interacción regulan los puntos de control antes mencionados: las cinasas 

dependientes de ciclinas (CDKs) y las ciclinas (CYCs).  

Cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) 

Las CDKs son enzimas de tipo cinasa que tienen como función la fosforilación de 

serinas y/o treoninas de diversos sustratos, los cuales regularmente tienen la 

secuencia consenso S/T*PXK/R, donde * marca los residuos fosforilables y X es 

cualquier aminoácido. Para la fosforilación en levaduras basta la presencia del 

motivo S/T*P, y existen sustratos que son fosforilados sin mediar una secuencia 

particular (Loog y Morgan, 2005 y Ubersax, 2008).  

Las CDKs tienen un extremo amino rico en hojas beta, donde se encuentra el sitio 

de unión a ATP, además de una hélice mayor llamada hélice C que contiene una 

secuencia PSTAIRE conservada, la cual forma parte de un dominio de unión a 

ciclinas (16 aminoácidos). Es a través de este dominio que las CDKs forman 

heterodímeros con las ciclinas y se activan parcialmente, ya que su actividad basal 

no es suficiente para su funcionalidad in vivo. En el extremo amino también estan 

dos residuos, la treonina 14 y la tirosina 15 (equivalentes en Cdc2) que al ser 

fosforilados mantienen inhibida la actividad de cinasa. El extremo carboxilo está 

menos conservado y posee un segmento de activación compuesto por varios 

residuos, incluyendo la treonina 161 que al ser fosforilada activa a la CDK, sin 

embargo, para una activación completa los residuos fosforilados inhibitoriamente 

(mencionados arriba) deben ser desfosforilados por acción de una fosfatasa 

(Ducommun et al., 1996, Brown 1999, Doreig et al., 2000 y Harashima et. al., 

2013).  

La primer CDK descrita fue Cdc2 de Schizosaccharomyces pombe; el homólogo 

en  Saccharomyces ce revisiae es Cdc28 y en mamíferos es CDK1. Estas tres 

cinasas son esenciales, Cdc2 y Cdc28 son las CDKs que controlan el ciclo celular 

de levaduras al unirse y activarse por ciclinas mitóticas y de interfase. La CDK1 
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principalmente regula la mitosis, pero puede regular todo el ciclo celular si otras 

cinasas no están presentes (CDK2, CDK4 y CDK6); esta cinasa se asocia con 

ciclinas tipo A (G2) y ciclinas tipo B (G2/M) (ver figura 3) (Harashima et al., 2013 y 

Malumbres, 2011). En plantas existen familias de CDKs que controlan el ciclo 

celular, la familia de CDKA y la familia de CDKB que sólo se encuentra en estos 

organismos (Kitsios y Doonan, 2011). 

 

Figura 3. Control del ciclo celular por complejos CDK/CYC en S. cerevisiae y H. sapiens. 
Panel A: La CDK (Cdc28) en complejo con distintas ciclinas regulan el ciclo celular de la levadura 

S. cerevisiae. Panel B: Complejos de diferentes CDK/CYC regulan el ciclo celular en mamíferos. 

Los sustratos en la fase G1 están involucrados en el crecimiento y en la morfogénesis, los 

sustratos en la fase S están involucrados en la replicación del DNA, y los sustratos en la transición 

G2/M están involucrados en la mitosis (Modificada de Lodish, et al. 2000). 

 

Ciclinas (CYCs) 

Las ciclinas son proteínas cuya concentración aumenta o disminuye de manera 

cíclica durante el ciclo celular, de ahí su nombre. Activan a las CDKs y les 

             A                             S. cerevisiae                                          B                                 H. sapiens 
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confieren especificidad en su actividad; se acumulan de manera periódica y 

difieren dependiendo del tipo celular. Estas proteínas tienen una región 

conservada de 100 aminoácidos conocida como caja de ciclinas, la cual está 

involucrada en la interacción con las CDKs (Van Hellemond et al., 2000). Algunas 

de ellas tienen una región hidrofóbica que interacciona con el motivo RXL (también 

llamado Cy) presente en algunos sustratos e inhibidores de CDKs (Loog y Morgan, 

2005).  

Las ciclinas de levaduras se han clasificado con base en el punto de control sobre 

el que actúan; algunas de las ciclinas de G1 tienen una secuencia PEST en el 

carboxilo terminal, mientras que las ciclinas mitóticas tienen un motivo de nueve 

aminoácidos al que se le conoce como caja de destrucción, ambas secuencias 

están involucradas en su degradación dependiente de ubiquitinación (Van 

Hellemond et al., 2000, Glotzer et al., 1991 y Arnaud et al., 1998).      

Se han identificado cuatro ciclinas en la levadura S. pombe: Puc1 en la fase G1, 

Cig1 y Cig2 en la fase S y Cdc13 en la fase M; la sola presencia de Cdc13 es 

suficiente para llevar a cabo un ciclo celular normal (Uhlmann et al., 2011, 

Roberts, 1999 y Miller y Cross, 2001). En S. c erevisiae existen tres ciclinas 

relacionadas a G1: Cln1, Cln2, Cln3, dos ciclinas de fase S: Clb5 y Clb6, y cuatro 

ciclinas tanto para la transición G2/M como para la fase M: Clb1, Clb2, Clb3 y Clb4 

(Andrews y Measday, 1998 y Morgan, 2007). 

En los eucariontes superiores las ciclinas se han clasificado con base en su 

función, las de tipo D, E, A y B, son las involucradas en el ciclo celular (Johnson y 

Walker, 1999). Las CYC tipo A controlan la fase S, las tipo B controlan la fase M, 

mientras que las tipo D y E controlan la fase G1 (ver figura 3) (Roberts, 1999). Las 

plantas cuentan con ciclinas de tipo D, A y B, pero no de tipo E; hasta ahora, estos 

organismos tienen el el grupo más diverso de ciclinas (Miller y Cross, 2001).  

Numerosos estudios, inicialmente en levaduras y posteriormente en otros 

eucariontes, han llevado a concluir que las interacciones entre CDKs y ciclinas dan 

lugar a redes complejas, ya que una CDK puede unirse a muchas ciclinas y 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Uhlmann%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22084384
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viceversa. Aunado a ello hay una gran diversidad de sustratos blanco para los 

complejos CDKs/CYC (ver figura 4). 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Algunas funciones de las CDKs en eucariontes superiores. Las CDKs pueden actuar 

en el núcelo en el proceso de transcripción (fondo naranja), pueden estar asociadas a la 

membrana o actuar en el citoplasma (fondo azul) y regular las transiciones a través de las distintas 

fases del cico celular (cuadro inferior derecho). Cada CDK (naranja) se muestra formando un 

complejo con una ciclina (verde); se muestran pocos sustratos (rojo). Las CDKs implicadas 

directamente en el ciclo celular son: CDK4, CDK6, CDK2 y CDK1 (Malumbres et al., 2014). 

 

2.7 Reguladores del ciclo celular de protozoarios 

A pesar de la considerable divergencia entre los protozoarios y los eucariontes 

superiores, las principales familias de reguladores del ciclo celular identificadas en 

estos últimos operan también en los protozoarios parásitos (Doerig et al., 2000).  

En protozoarios las CDKs son genéricamente nombradas “Cinasas relacionadas a 

Cdc2”, o CRKs, por sus siglas en inglés (Cdc2-Related Kinases). Su identidad en 

aminoácidos se encuentra por arriba del 40% e incluyen dominios conservados 

(Mottram, 1994). Las CRKs han sido identificadas en los cinetoplástidos: 

Trypanosoma br ucei, Trypanosoma c ruzi, L eishmania m exicana y Crithidia 
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fasciculata; y también en los Apicomplexa: Plasmodium falciparum, Toxoplasma 

gondii y Theileria annulata. Los proyectos de los genomas de algunos parásitos de 

otros órdenes también indican la presencia de posibles CRKs (Doreig et al., 2000 

Hammarton, 2007 y Motram, 1994). 

En el protozoario T. brucei se han descrito diez ciclinas (Hammarton, 2007), de las 

cuales CYC2 y CYC3 son capaces de complementar mutantes de las Cln de S. 

cerevisiae (Van Hellemon, 2000). En T. c ruzi se caracterizó funcionalmente la 

ciclina TcCYC2 y se sabe que su sobreexpresión altera la dinámica del ciclo 

celular y la morfología de los epimastigotes (Potenza et al., 2012). 

En los amitocondriados Giardia lamblia, Encephalitozoon intestinalis (Doerig et al., 

2000) y T. vaginalis (datos de nuestro grupo de trabajo), se han identificado CRKs 

y CYC putativas. Por otra parte, en T. vaginalis se identificó un gen con similitud a 

CDC2/28 de levaduras, su producto proteíco es detectado con un antisuero 

específico para p34 (Cdc2), que reconoce la secuencia PSTAIRE (Riley et al., 

1993). 

En la tabla 1 se enlistan algunos de los reguladores del ciclo celular de levaduras, 

metazoarios y de algunos protozoarios parásitos. En algunos casos sólo se 

conoce alguno de los dos componentes de los complejos CDK/CYC.  

Organismo CDK  CICLINA   
  G1 S G2 M 

S. pombe Cdc2 Puc1 Cig1,2 Cdc13 Cdc13 
S. cerevisiae Cdc28 Cln1,2,3 Cln1,2  

Clb5,6,3,4 
Clb3,4 Clb1,2,3,4 

T. cruzi CRK1 
CRK3 

 
 

 
 

TzCYC4,5,6 
 

TzCYC4,5,6 
TzCYC2 

 
 
 
 

T. brucei 

TbCRK1 
TbCRK2 
TbCRK3 
TbCRK9 

TbCRK4,6,7,8,
10,11 

TbCRK12 
¿? 
¿? 

CYC2,4,5,7 
CYC2 
CYC2 

 
 

¿? 

CYC2,4,5,7 
CYC2 
CYC2 

 
 

¿? 

 
 

CYC6 
CYC6 

 
¿? 

CYC9 
CYC3 
CYC8 

 
 

CYC6 
  CYC6 
 

¿? 
CYC9 
CYC3 
CYC8 

 
L. mexicana 

CRK1 
CRK3 

SBCRK 

¿? 
 

¿? 

¿? 
 

¿? 

¿? 
CYCA 

¿? 

¿? 
CYCA 

¿? 
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Tabla 1. Proteínas reguladoras del ciclo celular de distintos organismos. CDKs y sus 

respectivas ciclinas, descritas y analizadas experimentalmente en levaduras, humano y en algunos 

parásitos, en algunos casos se han descrito CRKs y se desconocen las ciclinas con las que 

interaccionan y viceversa. 

 

2.8  Control de la actividad de CDKs en el ciclo celular 

La función de los complejos CDK/CYC es la fosforilación de diversos sustratos, la 

cual es controlada principalmente a través de su unidad efectora, la CDK. La CDK 

puede ser modificada pos-traduccionalmente por su unión a ciclinas, por su 

fosforilación activadora e inhibitoria por parte de otras cinasas, por la 

desfosforilación inhibitoria por acción de fosfatasas y por su unión a CKSs, 

regulando así su actividad (Morgan, 2007). Además, uno de los mecanismos para 

que los niveles de actividad de la CDKs generen direccionalidad y progresión a 

través de cada fase del ciclo celular es la capacidad para fosforilar varios sitios en 

distintos sustratos, lo cual permite a las cinasas gobernar las funciones de éstos 

(Fisher et al., 2012). Los blancos con varios  residuos fosforilables (naturaleza 

multisitio), pueden generar nuevos dominios de unión a proteínas (Holt et al., 

2009). La fosforilación multisitio es dependiente de la proteína CKS como parte del 

complejo CDK/CYC.  

Se ha comprobado experimentalmente que las CKSs son necesarias para la 

entrada y salida de la mitosis, y en algunos organismos para la transición G1/S 

(Pines, 1996). El presente trabajo se enfoca en el estudio de las CKSs de T. 

vaginalis, por lo que a continuación se describirán con más detalle este tipo de  

proteínas.   

L. major CRK3   CYCA,3,6,8 CYCA,3,6,8 
L. donovani CRK3  CYC1   

G. intestinalis CDK1    CYCB 
E. histolytica p34cdc2 ¿? ¿? ¿? ¿? 

 
H. sapiens 

CDK1 
CDK2 
CDK4 
CDK6 

 
CYCE 
CYCD 
CYCD 

 
CYCA 

CYCA,B CYCA,B 
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3. ANTECEDENTES 
 

3.1 Características estructurales de las subunidades reguladoras de 
CDK (CKSs). 

Los primeros organismos en los que se estudiaron las proteínas CKS fueron las 

levaduras, posteriormente se caracterizaron también en distintos eucariontes. Los 

metazoarios Homo sapiens, Drosophila m elanogaster y Caenorhabditis e legans 

tienen dos, y las CKSs de humano; HsCKS1 y HsCKS2 son las más estudiadas. 

Estas proteínas tienen similitudes y diferencias estructurales y funcionales. Las 

CKSs son proteínas de 9 a 18 kDa con características en común: 

• Motivo HxPEPH: His-85, X, Pro-86, Glu-87, Pro-88, His-89 (numeración de 

p12CKS1) involucrado en su dimerización. La presencia de las prolinas en 

este motivo es importante para las conformaciones que pueden llegar a 

adoptar (Rousseau et al., 2001).  

• Cluster hidrofóbico: Leu-32, Tyr-37, Phe-42, Tyr-44, His-46, Tyr-82, His-

85, Pro-86, Glu-87, His-89 (numeración de p12CKS1), que rige las 

interacciones proteína-proteína. Algunos de estos aminoácidos son 

importantes para la interacción con las CDKs: Leu-32, Tyr-37, Tyr-38, Asp-

39, Asp-40, Tyr-44, His-46, Ile-48, Tyr-82, Met-83, His-85, Pro-86, Glu-87, 

Val-91, Leu-93 y Lys-95. 

• Cluster cargado: Lys 36, Met-41, Glu-43, Arg-45, Ser-76, Trp-79 y Arg-96 

(numeración de p12CKS1), que incluye los cinco sitios de unión a fosfato: 

Lys-36, Arg-45, Ser-76, Trp-79 y Arg-96. 

Estructuralmente estas proteínas constan de cuatro hojas β antiparalelas rodeadas 

por dos o tres hélices alfa. El motivo HxPEPH es conocido como bisagra β 

(Bourne et al., 2000) y se localiza entre la tercera y cuarta hoja β. Cuando se 

pliega sobre sí mismo la proteína se encuentra en forma de monómero, y si 

mantiene una forma extendida la proteína puede interaccionar con la forma 

extendida de otro monómero para formar dímeros de dominio intercambiado 

(Jaskólski, 2001). Se sugiere que estas dos conformaciones son las que se 
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encuentran in v ivo. En S. po mbe se han observado in v itro tres distintas 

conformaciones de la CKS, p13suc1: la monómerica, la dimérica, y la dimérica 

mediada por zinc2+ (Morris et al., 1998). A diferencia de p13suc1, la CKS1 de S. 

cerevisiae forma, in v itro, un dímero antiparalelo (orientación antiparalela de las 

subunidades monoméricas) (Bourne et al., 2000) y oligómeros. Esta proteína tiene 

una secuencia rica en glutaminas, que se relaciona con la formación de 

estructuras fibrilares (Bader et al., 2006). La CKS1 de H. s apiens forma 

principalmente monómeros in v itro, mientras que la CKS2 forma monómeros, 

dímeros, y hexámeros mediante la unión de tres dímeros estabilizados por enlaces 

de hidrógeno que forman una estructura de barril β. (Parge et al., 1993, Rosseau 

et al., 1998, Bourne et al., 1996 y Arvai et al., 1995). 

Las prolinas de la bisagra β tienen un papel determinante en la conformación de 

las CKSs. Mutación en la Pro-93 de la CKS1 de S. c erevisiae favorece el 

monómero y mutación en la Pro-95 favorece el dímero; de la misma manera, las 

mutaciones de los aminoácidos Pro-62 y Pro-64 de la HsCKS1 de H. s apiens 

estabilizan el monómero y el dímero respectivamente; las cuatro mutaciones 

ocasionan una reducción en la unión con CDK2 (Balog et al., 2011). 

Estudios estructurales concluyen que las CKSs se unen al lóbulo carboxilo 

terminal de las CDKs (principalmente mitóticas) sólo en forma de monómero, sin 

interferir con su sitio catalítico ni tampoco con su interacción con las ciclinas. La 

formación del complejo CDK/CKS posiciona el sitio de unión a fosfato de la CKS 

cerca de la superficie de reconocimiento del sustrato de la CDK (ver figura 5), por 

lo que se ha sugerido que la CKS puede favorecer la interacción de la CDK con 

sustratos ya fosforilados (Morris et al., 1998 y Bourne et al., 1996).  
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Figura 5. Interacción de CKS1 con CDK. En el complejo de CYC/CDK/CKS, la CKS1 se une al 

extremo carboxilo terminal de la CDK, mientras que la ciclina lo hace en el extermo amino terminal. 

Se muestra la secuencia de aminoácidos relevante en el sustrato. (Morgan, 2007). 

 

3.2 Funciones de las CKSs 

Las CKSs funcionan como una extensión de la interacción entre la CDK y su 

sustrato, permitiendo la fosforilación multisitio y modulando así la actividad de las 

CDKs. Asimismo, son consideradas como una plataforma de acoplamiento entre la 

CDK y sus reguladores, también se les relaciona con la degradación de varias 

moléculas que participan en el ciclo celular y estan involucradas en la activación 

de la transcripción (Krishnan et al., 2010 y Khattar y Thottassery, 2013).   

Las CKSs en la entrada y en la transición de la fase M 

La fosforilación de un residuo por el complejo CYC/CDK/CKS incrementa la 

afinidad de la CDK por ese mismo sustrato debido a la unión de la CKS al residuo 

de fosfato, favoreciendo así la fosforilación de sitios vecinos por la CDK (Fisher et 

al., 2012, Kõivomägi et al., 2013 y Morgan, 2007). En X. leavis se puede observar 

a la fosfatasa Cdc25 en formas hiperfosforiladas, esa hiperfosforilación guarda una 

estrecha relación con Xe-p9 (proteína CKS de este organismo) (Patra y Dunphy,  

1996). La fosforilación multisitio depende de la secuencia contexto del sustrato, 

principalmente de la distancia entre residuos fosforilables, la cantidad de serinas o 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dunphy%20WG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8666234
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dunphy%20WG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8666234
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treoninas presentes y la posición de motivos de acoplamiento a ciclinas (McGrath 

et al., 2013 y Kõivomägi et al., 2013). 

En las levaduras y en Xenopus, las CKSs son primordiales para la entrada, el 

desarrollo y la salida de la mitosis, aunque la CKS1 de S. c erevisiae modula la 

actividad de complejos de CDK/CYC tanto de la transición G1/S como de la G2/M 

(Tang y Reed, 1993 y Reynard et al., 2000). 

 

La completa activación de la CDK mitótica es determinante para que se lleve a 

cabo la mitosis (ver figura  6). El complejo CYCB/CDK1/CKS1 fosforila en varios 

sitios a la fosfatasa Cdc25 (Hoffman et. al., 1993 y Izumi y Maller, 1993), tras lo 

cual se activa y puede desfosforilar los residuos fosforilados que inhiben a la 

CDK1 (Tyr-15), entonces la célula puede entrar en la fase M (Patra y Dunphy, 

1996). Ese mismo complejo también fosforila las cinasas Wee1 y Myt1 (cinasas 

que fosforilan inhibitoriamente a las CDK de S. c erevisiae y de vertebrados 

respectivamente) (McGrant, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. La CKS1 en la entrada a la fase M. Para que la célula entre en mitosis debe activarse el 

complejo Cdc2/CycB. La CKS1 activa a la Cdc2 a través de la acción de tres reguladores: la 

fosfatasa Cdc25 y las cinasas Wee1/myt1. A) En la interfase G2 la Cdc2 es blanco de una 

fosforilación activadora en Thr-161 por una cinasa (CAK) y dos fosorilaciones inhibitorias en Tyr-15 

y Thr-14 por las cinasas Wee1 y Myt1. En la entrada de la mitosis la Cdc2 se activa por la Cdc25 

que desfosforila los residuos Tyr-15 y Thr-14, esa fosfatasa se mantiene inactiva durante la 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dunphy%20WG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8666234
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dunphy%20WG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8666234
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interfase. B) En la entrada a fase M, el complejo Cdc2/CycB fosforila a la Cdc25 activándola. Esta 

fosforilación depende de CKS1. Así Cdc25 desfosforila los residuos que inhiben a la Cdc2. Por otra 

parte la CKS1 favorece la fosforilación de las cinasas Wee1 y Myt1 por el complejo Cdc2/CycB, 

fosforilación que regula negativamente la actividad de esas cinasas (Modificada de Krishnan, 2010).  

 

Las CKSs en la salida de la fase M 

La degradación de algunas proteínas es importante para la salida de la mitosis. En 

X. le avis la asociación de CYCB/CDK1/Xe-p9 permite la fosforilación de Cdc27, 

una subunidad del complejo promotor de la anafase, APC/C, el cual ubiquitina a la 

CYCB y da lugar a su posterior degradación por el proteosoma, favoreciendo la 

salida de la mitosis (Muñoz, 2006, Patra y Dunphy, 1996 y Glotzer et al., 1991). 

Estudios recientes demuestran que también es importante que Cdc20 (activador 

del APC/C) se una al APC/C para activarlo (Fang et al., 1998) y CKS1 promueve 

la elevada transcripción de CDC20 (ver figura 7). 

En S. c erevisiae CKS1 se asocia con componentes del proteosoma 26S y 

promueve la degradación de la principal ciclina mitótica Clb2, no obstante, la 

proteólisis de Clb2 no es determinante para la salida de la fase M, en cambio la 

degradación del inhibidor de la anafase, Pds1, es necesaria para permitir la 

separación de las cromátidas hermanas (transición metafase/ anafase) y evitar un 

arresto en la metafase. La degradación de Pds1 también depende de CKS1 e 

involucra componentes del proteosoma (ver figura 7) (Káiser et al., 1999).   

Las CKSs en la transición G1/S 

En los humanos la función principal de la HsCKS1 se da en la transición G1/S, en 

la cual es necesaria la degradación del inhibidor de CDK2, p27. HsCKS1 

interacciona con p27 y con SKP2 (S-phase kinase-associated protein), la cual es 

una proteína del complejo SCF (Skp, Cullin, F box), quien es el encargado de 

ubiquitinar a ese inhibidor (Krishnan et al., 2010). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dunphy%20WG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8666234
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Figura 7. La CKS1 en la salida de la fase M. La degradación de la ciclina B es necesaria para 

que la célula salga de la mitosis. A) CKS1 aumenta la transcripción de Cdc20 (activador del 

complejo APC/C, el cual es encargado de la ubiquitinación de Cyc B), ello gracias a que disocia a 

Cdc2 del promotor de CDC20 y atrae hacia éste a componentes del proteosoma 19S (Rpt1) y 20S 

(Pre1). B) CKS1 estimula la fosforilación de componentes del APC/C (Cdc27 y BIME) para 

activarlo, así éste es capaz de ubiquitinar a la CycB. C) CKS1 interactúa directamente con 

componentes del proteosoma 19S (Rpn3, Rpt1, Rpt6) y ayuda a presentar a la ciclina ubiquitinada 

al proteosoma para su degradación (Modificada de Krishnan, 2010).  

En la fase G1 de S. c erevisiae, Sic1 se encarga de inhibir a los complejos 

Cdc28/Clb5,6, a fin de evitar la síntesis prematura de DNA, por lo cual debe ser 

degradado para que dé inicio la fase S. En la fase S el complejo  Cln1,2/Cdc28 

fosforila en seis o más sitios a Sic1, esa fosforilación multisitio es dependiente de 

CKS1 y regula su ubiquitinación y su destrucción (Koivomagi et al., 2011). 

3.3  Otras funciones de las CKSs 

Por otra parte, el equilibrio entre monómeros y dímeros en la célula podría tener 

un efecto sobre la regulación de la CDK mediada por CKS, modulando la 

fosforilación de sustratos (Balog et al., 2011). Este equilibrio es controlado por las 

dos prolinas conservadas en la bisagra β (Rosseau et al., 2001). La prolil 

isomerasa modifica la conformación de la bisagra β y es esencial para la salida de 
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la mitosis en las levaduras (Lu et al., 1996 Revisado en Pines et al., 1996). La 

caracterización de mutaciones en HsCKS1 mostró que los aminoácidos esenciales 

en la interfaz entre CDK2 y HsCKS1 también están involucrados en la formación 

de los dímeros de dominio intercambiado (Morris et al., 1998).  

 

Las CKSs como reguladores de la activación transcripcional 

Las CKS también están involucradas en la activación transcripcional de genes 

relacionados con el ciclo celular. Para que se lleve a cabo la transcripción de 

Cdc20, el activador del complejo APC/C, se requiere que la CKS1 disocie a Cdc28 

de la región promotora del gen CDC20 y reclute el proteosoma a esa región (ver 

figura 7a), este evento promueve la mitosis en S. cerevisiae (Morris et al., 2003).  

 

En S. c erevisiae, CKS1 se ha visto involucrada en la transcripción eficiente de 

diversos genes que requieren rápida regulación, entre ellos GAL1. CKS1 conecta 

el complejo Paf1 con el proteosoma 19S (una de las dos subunidades del 

proteosoma 26S) y desencadena el remodelamiento de la cromatina para activar 

la transcripción de GAL1; Rtf1 es el componente de Paf1 que interacciona 

directamente con la proteína CKS1  (ver figura 8) (Holic et al., 2010). Se sugiere 

que un dominio de unión a ubiquitina en CKS1 reconoce subunidades del 

proteosoma ubiquitinadas y es a través de este reconocimiento que CKS1 puede 

reclutar el proteosoma a la cromatina (Pan et al., 2013).  

 

 

 

 

Figura 8. Activación de la transcripción del gen GAL1 de S. cerevisiae. La CKS1 interacciona 

con la proteína Rtf1, que forma parte del factor I asociado a la polimerasa II (Paf1), también 

interacciona con la proteína Rpt1, la cual es un componente de la subunidad 19S del proteasoma, 

gracias a esas interacciones CKS1 activa la transcripción del gen GAL1.  
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3.4 Las CKSs de organismos modelo  

La primer CKS se identificó en 1986 en la levadura S. pombe. Se le llamó p13suc1 

ya que es codificada por el gen suc1 y tiene un peso de 13kDa y se encontró 

como un supresor de mutantes cdc2- sensibles a temperatura (Hayles et al., 

1986a). Suc1 es un gen esencial, la sobreexpresión de su producto proteico lleva 

a las células a un arresto en la fase G2, por lo que se retrasan en la división 

nuclear ya sea mitótica o meiótica (Hayles et al., 1986b). Cuando su expresión es 

deficiente las levaduras se detienen en la fase M (Pines, 1996). 

En S. cerevisiae la proteína homóloga a p13suc1 se llama CKS1 (por sus siglas en 

inglés Cdc28 Kinase Subunit 1), pesa de 18 kDa y fue encontrada gracias a su 

interacción con Cdc28 (Hadwiger et al., 1989). La sobreexpresión de CKS1 lleva a 

un retraso de la fase G2, mientras que una deficiencia mantiene a las levaduras 

arrestadas en G2 (distinto de lo que pasa con S. pombe) (Tang y Reed, 1993). 

La CKS de Xenopus l eavis se denomina Xe-p9 y tiene un peso de 9 kDa. En 

extractos de huevos se ha observado un retraso en la transición G2/M cuando hay 

un exceso de esta proteína. La eliminación de esta proteína tiene distintas 

consecuencias dependiendo de la fase del ciclo celular en la que se encuentren 

los huevos: si están en la interfase, la remoción de Xe-p9 suprime la entrada a 

mitosis (arresto en G2), mientras que si están en mitosis, la ausencia de Xe-p9 

provoca un arresto en la fase M (Patra y Dunphy, 1996). 

En Arabidopsis t haliana también se ha descrito una CKS, llamada CKS1At (De 

Veylder et al., 1997), su sobreexpresión da como resultado plantas pequeñas con 

retoños que se comportan de manera anormal. La expresión elevada de CKS1At  

inhibe las transiciones G1/S y G2/M por lo que la duración del ciclo celular se 

incrementa provocando la reducción de los meristemos, lo cual afecta las tasas de 

elongación de la raíz (De Veylder et al., 2001).    

Con base en los datos arriba mencionados se puede concluir que las CKSs son 

esenciales para la viabilidad de las células, y sus distintos niveles de expresión 

alteran el ciclo de división celular; sin embargo, la alteración es distinta 
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dependiendo de la especie, aun así las CKSs de Homo sapiens, A. thaliana y de 

X. laevis son capaces de complementar mutantes de p13suc1 de S. pombe y de 

CKS1 de S. c erevisiae. Las diferencias en los fenotipos de las mutantes de 

levadura indican que las CKSs pueden tener funciones distintas en la célula y 

aunque no ha sido posible establecer una función generalizada, en la mayoría de 

los casos se ve afectada la transición G2/M (Pines, 1996 y Krishnan et al., 2010). 

CKSs de metazoarios 

Los eucariontes inferiores tienen una sola CKS, y hasta el momento sólo se han 

descrito dos CKSs en H. s apiens, Drosophila m elanogaster y Caenorhabditis 

elegans, las cuales tienen algunas diferencias funcionales. La HsCKS1 forma 

predominantemente monómeros, se une a SKP2, su mRNA se incrementa mucho 

más en la transición G2 a M y su expresión se altera por acción de p53; mientras 

que HsCKS2 forma además de monómeros, dímeros y hexámeros, no 

interacciona con SKP2, se incrementa menos que la HsCKS1 en G2 a M y no se 

afecta por la expresión de p53 (Krishnan et al., 2010).  

En D. m elanogaster CKS1 (ó Cks85A) mantiene la viabilidad celular, en cambio  

CKS2 (ó Cks30) está implicada en la mitosis y meiosis durante el desarrollo 

embrional (Ghorbani et al., 2011, Pearson et al., 2005 y Swan et al., 2005).  

En C. elegans el estudio de las CKSs ha sido a través del silenciamiento por RNA 

de interferencia; el silenciamiento de CKS-1 da como resultado defectos en la 

mitosis y en la meiosis de los embriones del gusano y la interferencia del gen 

CKS-2 no ocasiona algún cambio fenotípico (Polinko y Strome, 2000).  

CKSs de protozoarios 

En protozoarios como Trypanosoma c ruzi y Leishmania m exicana las proteínas 

CKS también regulan la actividad de cinasas de tipo Cdc2. Tcp12cks1 interacciona 

con los complejos CDK/CYC e incrementa la fosforilación de la histona H1, lo 

mismo que LmmCks1; estas proteínas tienen alta similitud entre si y los genes que 

las codifican tienen niveles de expresión altos en los estadios más proliferativos de 

cada parásito. Ambas proteínas pueden complementar una mutante de CKS1 de 
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S. cerevisiae y p13suc1 de S. pombe, respectivamente. En estos organismos solo 

se describe la presencia de un gen  (Mottram y Grant, 1996 y Muñoz et al., 2006). 

En nuestro laboratorio se han identificado y se están caracterizando posibles 

CRKs y ciclinas involucradas en el ciclo celular de T. vaginalis. El M. en C. Erick 

Amador Gaytán trabaja con ocho posibles TvCRKs y mediante una técnica in vitro 

demostró que cuatro TvCRKSs interaccionan con la proteína comercial p13suc1 

(CKS de la levadura S. pombe) acoplada a perlas de sefarosa. En este trabajo se 

caracterizaron parcialmente a las CKSs de T. v aginalis, determinando 

interacciones entre TvCRKS y TvCKSs a través de ensayos de doble híbrido. Es 

posible que estas proteínas regulen la actividad de CRKs en este parásito.  

La tabla 2 muestra una lista de las CKSs descritas con anterioridad, los 

eucariontes inferiores tienen una CKS mientras que metazoarios tienen dos. En 

los parásitos descritos aquí no se sabe con certeza en que fase actúan las 

proteínas CKS, únicamente se reporta que son importantes para los estadíos más 

proliferativos y que interaccionan con CRKs escenciales.  

 

Tabla 2. CKSs de distintos organismos. Las CKSs generalmente se ven involucradas en la 

transición G2/M. Levaduras y protozoarios tienen una CKS, mientras que metazoarios tienen dos, 

de estos últimos organismos, las proteínas del humano son las más estudiadas, mientras que las 

de D. melanogaster y C. elegans son estudiadas recientemente.  

Organismo Número de 
CKSs 

Nombre(s) Fase del ciclo 
celular que regula 

S. pombe 1 p13suc1 G2/M 
S. cerevisiae 1 CKS1 G1/S y G2/M 

X. laevis 1 Xe-p9 G2/M 
 

D. melanogaster 
 

2 
Cks85A (CKS1) 
Cks30 (CKS2) 

? 
M 

 
C. elegans 

 
2 

CKS-1 
CKS-2 

M 
? 

 
H. sapiens 

 
2 

HsCKS1 
HsCKS2 

G1/S 
G1/S 

A. thaliana 1 CKS1At G1/S y G2/M 
L. mexicana 1 LmmCks1 ? 

T. brucei 1 TbCks1 ? 
T. cruzi 1 Tcp12cks1 ? 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mottram%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8670159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grant%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8670159
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4. OBJETIVOS 
 

 

Objetivo General 

Estudio de las posibles CKSs, subunidades reguladoras de la actividad de cinasas 

dependientes de ciclinas del ciclo celular, en Trichomonas vaginalis. 

 

 

Objetivos Particulares 

• Determinar si los genes tvcks1 y tvcks2 se expresan.  

• Clonar los genes y expresar a las proteínas recombinantes TvCKS1 y 

TvCKS2. 

• Determinar si las proteínas recombinantes TvCKS1 y TvCKS2 son capaces 

de formar homodímeros. 

• Determinar si las proteínas recombinantes TvCKS1 y TvCKS2 interaccionan 

con algunas de las ocho TvCRKs de T. vaginalis que están siendo 

caracterizadas en el laboratorio mediante el sistema de doble híbrido de 

levaduras.  
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5. METODOLOGÍA 
 
5.1 Alineamiento de secuencias de CKSs 

Se realizó un análisis comparativo por medio de BLAST (Basic Local  Alignment 

Search Tool), entre la secuencia genómica de T. v aginalis (www.trichbd.org) 

liberada en el año 2007 y secuencias de nucleótidos y aminoácidos (BLASTn y 

BLASTp), de las proteínas CKS de las especies: H. sapiens Cks1 (NP_001817.1) 

H. s apiens C ks2 (NP_001818.1), L. m exicana (CAA90037.1), S. c erevisiae 

(NP_009693.3), S. p ombe (NP_595431.1), T. br ucei (XP_829696.1) y T. c ruzi 

(XP_815745.1). Se identificaron dos genes que codifican proteínas putativas 

reguladoras de cinasas dependientes de ciclinas (CKS) en T. v aginalis: 

TVAG_164620 (XM_001325540.1) y TVAG_142260 (XM_001320060.1), para los 

cuales no se encontraron reportados ESTs.  

En este trabajo el gen TVAG_164620 será denominado tvcks1 y su proteína 

TvCKS1 (EAY13352.1), mientras que el gen TVAG_142260 será denominado 

tvcks2 y su proteína TvCKS2 (EAY07872.1), se han considerado esos nombres 

con base al orden de aparición (determinado por la identidad de las proteínas) tras 

realizar el BLAST. Ambos genes carecen de intrones. 

5.2 Modelado in silico de los genes tvcks1 y tvcks2  
Se utilizó el programa Protein Homology analogY Recognition  Engine V 2.0 

(PHYRE2, http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index), para modelar las 

estructuras de las proteínas codificadas por los dos genes de T. vaginalis.  

5.3  Obtención de los extremos 3´ de los genes tvcks 
Se amplificó el 3´UTR de los genes tvcks1 y tvcks2 con oligonucleótidos 

específicos utilizando como molde cDNA obtenido a partir de RNA poli A+ de T. 

vaginalis. 

 

 

http://www.trichbd.org/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index


35 
 

5.3.1 Cultivo de Trichomonas vaginalis 
La cepa CNCD147 de T. v aginalis se cultivó en medio TYM (Trypticase-Yeast 

extract-Maltose) pH 6.2, suplementado con 10% de suero inactivado de caballo a 

37 °C. El cultivo se mantuvo en tubos de vidrio con rosca para su pase diario.   

5.3.2 Purificación de RNA poly A+ 
El RNA total de T. v aginalis se obtuvó por el método trizol-cloroformo y la 

purificación de RNA  poly A+ se llevó a cabo como se describe en Álvarez-Arce, 

2012. 

5.3.3 Síntesis de cDNA 
Para sintetizar cDNA se colocó un tubo con aproximadamente 500 ng de RNA poli 

A+, 1 µl del oligo AP (200 ng/µl), 0.5 µl de la mezcla de dNTPs (10mM cada uno) y 

0.5 µl de agua DEPC estéril; se calentó la mezcla a 65 °C por cinco minutos y se 

incubó un minuto en hielo. 

La mezcla se centrifugó unos segundos y se añadieron 2 µl de Buffer First-Strand 

5X, 0.5 µl de DTT (0.1 M) y 0.5 µl de retrotranscriptasa SuperScript III (200 U/µl) 

(se colocó una reacción control a la que no se agregó la retrotranscriptasa). Las 

reacciones se mezclaron pipeteando y se incubaron a 42 °C durante 15 minutos, 

después a 50 °C durante 30 minutos y finalmente se inactivaron calentándolas a 

70 °C durante 15 minutos. 

Mientras disminuyó la temperatura del termociclador se añadieron 0.5 µl de RNasa 

H (2 U/µl) y las reacciones se incubaron a 37 °C durante 35 minutos, se 

centrifugaron y se almacenaron a -20 °C. 

5.3.4 Primera reacción de PCR 
Después de obtener el cDNA utilizamos el oligonucleótido p13suc1-20-Kpn-F para 

tvcks1 o el oligonucleótido p13suc1-60-Kpn-F para tvcks2 y el oligonucleótido 

AUAP-B para amplificar los genes manteniendo la cola de adeninas en el extremo 

3´. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 25 µl y en las 

condiciones que se detallan abajo. 
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Solución TvCks1 TvCks2 Control Control 
Agua bidestilada 
estéril para PCR 

16.3 µl 16.3µl 16.45 µl 17.2 µl 

Amortiguador 
para PCR 10X 

2.5 µl 2.5 µl 2.5 µl 2.5 µl 

MgCl2 50 mM (3 
mM final) 

1.7 µl 1.7 µl 1.5 µl 1.5 µl 

dNTP´s (stock de 
10mM) 

1.5µl 1.5 µl 1.5 µl 1.5 µl 

Oligo específico  
20 pmol/ul    

p13suc1-20-
Kpn-F 

1µl 

p13suc1-60-
Kpn-F 
1 µl 

p13suc1-20-
Kpn-F 
1 µl 

p13suc1-20-
Kpn-F 
1 µl 

Oligo AUAP-B  
20 pmol/ul  

1 µl 1 µl 1 µl 1 µl 

cDNA 0.75µl 0.75 µl 0.75 µl 
Reacción de 

cDNA sin utilizar 
la enzima RT 

 
__ 

Taq polimerasa 0.25 µl 0.25 µl 0.3 µl 0.3 µl 
Total 25 µl 25 µl 25 µl 25 µl 

 

 

 

 

 

 

 

Las reacciones se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.8% a 

100V durante aproximadamente 35 minutos, los geles se tiñieron con bromuro de 

etidio (este procedimiento se realizó para todo análisis de DNA posterior, ya sea 

productos de PCR o digestiones).  

5.3.5 PCR anidada 
Se llevó a cabo una segunda reacción de PCR utilizando el oligonucleótido 

Tvp13suc1nested tanto para la reacción de tvcks1 como para la reacción de 

tvcks2 (este oligo se ancla 118pb arriba del ATG de inicio) y nuevamente el 

oligonucleótido AUAP-B para amplificar los genes manteniendo la cola de 

Paso Tiempo Temperatura 
TvCks1 

Temperatura 
TvCks2 

1 10´ 92°C 92°C 
2 30´´ 92°C 92°C 
3 30´´ 56°C 58°C 
4 30´´ 72°C 72°C 
5 30 ciclos (pasos 2-4)   
6 5´ 72°C 72°C 
7 ∞  8°C 8°C 
8 END   
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adeninas en el extremo 3´. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen 

de 45 µl, mismo que se dividió en tres reacciones de 15 µl.  

Solución TvCks1 TvCks2 Control 
Agua bidestilada estéril para PCR 29.5 µl 28.05 µl 16.23 µl 

Amortiguador para PCR 10X 4.5 µl 4.5 µl 2.25 µl 
MgCl2 25 mM (3 mM final) 2.7 µl 2.7 µl 1.35 µl 
dNTP´s (stock de 10 mM) 2.7 µl 2.7 µl 1.35 µl 
Oligo  Tvp13suc1nested 

20 pmol/µl  (40 pmol final) 
1.8 µl 1.8 µl 0.6 µl 

Oligo AUAP-B 20 pmol/µl  
(40 pmol final) 

1.8 µl 1.8 µl 0.6 µl 

PCR I 2 µl 3 µl - 
Taq polimerasa 0.25 µl 0.25µl 0.12 µl 

Total 45 µl 45 µl 22.5 µl 
 

Las reacciones se dividieron en tres reacciones de 15 µl ya que se llevaron a cabo 

en tres distintas temperaturas, para lo cual se estableció un gradiente en el 

termociclador.  

Paso Tiempo Temperatura 
TvCks1 

Temperatura 
TvCks2 

1 10´ 92°C 92°C 
2 30´´ 92°C 92°C 
3 30´´ 48°C 49.6°C 56.2°C 

 

48°C 49.6°C 56.2°C 
 

4 30´´ 72°C 72°C 
5 30 ciclos (pasos 2-4)   
6 5´ 72°C 72°C 
7  ∞  8°C 8°C 
8 END   

 

5.3.6 Clonación en el vector pGEM T-Easy 

Los productos de PCR se ligaron directamente con el vector pGEM-T Easy, para 

tvcks1 utilizamos la reacción a  49.6 °C y para tvcks2 la reacción a 48 °C. Ambas 

ligaciones (Reacción de ligación: Buffer T4 DNA ligasa 2X  5 µl, Vector pGEM T-

Easy 0.5 µl, Producto de PCR 4 µl y T4 DNA ligasa 0.5 µl) y se incubaron a 4 °C, 

16 horas aproximadamente. 

 

5.3.7 Transformación de Escherichia coli 
Se realizaron dos transformaciones independientes de la cepa E. coli  XL1 blue 

competentes con buffer TB (apéndice II), dos alícuotas se descongelaron 
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lentamente en hielo, a una se le añadieron 5 µl de la reacción de ligación de 

tvcks1 y a otra 5 µl de la reacción de ligación de tvcks2 sin mezclar. 

Las alícuotas se colocaron en hielo durante 30 minutos, al término de ese tiempo 

se dio un choque térmico a 42 °C durante 30 segundos y se regresaron al hielo 

dos minutos. 

Se adicionó 1 ml de medio LB y las células se incubaron a 37 °C por 1 hora, 

posteriormente, el sobrenadante se eliminó centrifugando las células a 14,000 rpm 

30 segundos, resuspendimos el pellet y este se plaqueó en cajas con medio LB-

agar con ampicilina (100 µg/ml), mismas que se incubaron  a 37 °C, 14 horas 

aproximadamente. 

5.3.8 Obtención de DNA plasmídico  
Cada colonia obtenida se inoculó en 5 ml de medio LB con ampicilina (100 µg/ml) 

y se incubaron 16 horas a 37 °C.  

Las soluciones I, III (apéndice II) el fenol y el cloroformo se mantuvieron en 

refrigeración y en hielo al momento de ser utilizados, la solución II se preparó al 

instante y se mantuvo a temperatura ambiente.  

En un microtubo se colocaron 1.5 ml de cultivo, se centrifugaron por 30 segundos 

a 12,000 rpm, se desechó el sobrenadante y nuevamente se colocaron 1.5 ml de 

cultivo, se centrifugaron por 30 segundos a 12,000 rpm y se desechó el 

sobrenadante. 

El pellet se resuspendió con el resto de sobrenadante que quedó en el tubo, 

mezclando éste en el vórtex a velocidad moderada. Se agregaron 100 µl de la 

solución I fría y se mezclaron en el vórtex a velocidad moderada. Se agregaron 

200 µl de la solución II recién preparada a temperatura ambiente y se mezclaron 

los tubos por inversión seis veces. Los tubos se colocaron rápidamente en hielo y 

se les agregaron 150 µl de la solución III fría, se mezclaron por inversión seis 

veces y finalmente se incubaron en hielo por cinco minutos. 
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Posteriormente se centrifugaron a 12, 000 rpm durante 5 minutos y se recuperó el 

sobrenadante decantando en otro tubo de 1.5 ml, el pellet se desechó. Al 

sobrenadante se le agregaron 250 µl de fenol frío y 250 µl cloroformo frío, se 

mezcló en el vórtex a velocidad moderada durante 30 segundos y se centrifugó a 

12, 000 rpm durante tres minutos. Se recuperó la fase acuosa y se le agregó 500 

µl de cloroformo frío, se mezcló en el vórtex a velocidad moderada durante 30 

segundos y se centrifugó a 12, 000 rpm durante tres minutos.  

Se recuperó la fase acuosa y se le agregó 1000 µl de etanol absoluto a 

temperatura ambiente, se mezcló en el vórtex a velocidad máxima por 30 

segundos y se incubaron a temperatura ambiente una hora. Los tubos se 

centrifugaron 10 minutos a 14, 000 rpm, se desechó el sobrenadante y los pellets 

se lavaron con 700 µl de etanol al 70% frío e inmediatamente se desechó el 

líquido.  

Los pellets se dejaron secar de cinco a siete minutos a temperatura ambiente y se 

resuspendieron en 50 µl de TE RNasa (20 µg/ml), se mezclaron en el vórtex a 

velocidad máxima y se centrifugaron 30 segundos a 14, 000 rpm. Los tubos se 

incubaron a 37 °C durante 20 minutos y posteriormente se analizaron los 

plásmidos en un gel de agarosa en TAE 1X.  

5.3.9 Análisis de restricción 
Se hicieron digestiones de los plásmidos para corroborar la presencia del inserto 

del tamaño esperado. El vector pGEM-T Easy tiene dos sitios para EcoRI en el 

sitio múltiple de clonación, por lo que se utilizó para liberar el inserto; además de 

otras enzimas que digieren específicamente las secuencias de cada gen. 

5.3.10 Secuenciación 
Las clonas con los patrones de digestión esperados se secuenciaron a través del 

servicio de secuenciación del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM; con 

el equipo Genetic Analyzer 3500 de la Unidad de Secuenciación del Instituto de 

Biología de la UNAM, utilizando el kit Big Aye Terminator V.3. 
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5.4  Expresión de proteínas recombinantes 
Se expresaron las dos CKSs de T. vaginalis con una etiqueta de histidinas para su 

detección con la sonda HisProbe-HRP (Pierce, cat. no. 15165). 

5.4.1 Amplificación de los genes de tvcks1 y tvcks2 
A partir de DNA genómico se amplificaron los genes tvcks1 con los 

oligonucleótidos: p13suc1-20-Kpn-F, p13suc1-Hind-R y tvcks2 con los 

oligonucleótidos: p13suc1-60-Kpn-F, p13suc1-Hind-R (se utilizaron los mismos 

oligonucleótidos reverse ya que los genes son idénticos en el extremo carboxilo). 

La reacción de PCR y las condiciones se detallan abajo.  

Solución tvcks1 y tvcks2 Control 
Agua bidestilada estéril para PCR 35.7 µl 17.85 µl 

Amortiguador para PCR 10X 5 µl 2.5 µl 
MgSO4 50 mM (3 mM final) 1 µl 0.5 µl 
dNTP´s (stock de 10 mM) 1.5 µl 0.75 µl 

Oligo F 3 µl 1.5 µl 
Oligo p13suc1-Hind-R 3 µl 1.5 µl 

DNA 0.3 µl ----- 
Pfx polimerasa 0.5 µl 0.25 µl 

Total 50 µl 25 µl 
 

Paso Tiempo Temperatura 
1 5´ 94°C 
2 30´´ 94°C 
3 30´´ 56°C 
4 25´´ 68°C 
5 6 ciclos (pasos 2-4)  
6 30´´ 94°C 
7 30´´ 62°C 
8 25´´ 68°C 
9 30 ciclos (pasos 6-8)  
10 5´ 68°C 
11 ∞  4°C 
12 END  

 

5.4.2 Clonación en el vector pGEM-T Easy 
Se clonó el marco de lectura abierto de los genes tvcks1 y tvcks2 en el vector 

pGEM T- Easy; debido a que se utilizó la polimerasa Pfx los productos de PCR se 

sometieron a una reacción de adición de Adeninas con la polimerasa Taq, la 

reacción detallada abajo se colocó en el termociclador a 70 °C durante 30 minutos. 
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Solución tvcks1 tvcks2 
DNA purificado 7.5 µl 7.5 µl 

Amortiguador para PCR 10X 1 µl 1 µl 
MgCl2 50mM (3 mM final) 0.2 µl 0.2 µl 

dATP´s 10mM (1.5 mM final) 0.3 µl 0.3 µl 
Taq polimerasa 1 µl 1 µl 

 

Se transformó la cepa de E. coli JM109 con la ligación directa, se purificó plásmido 

de las colonias resultantes (ver sección 5.3.5 y 5.3.6). 

Se hicieron digestiones de las clonas, el vector pGEM-T Easy tiene dos sitios para 

EcoRI con los cuales se liberó el inserto, al igual que con las enzimas KpnI y 

HindIII, ya que los sitios de corte se introdujeron con los oligonucleótidos. Las 

clonas positivas se secuenciaron (ver sección 5.3.8). 

5.4.3 Subclonación en el vector pQE30 
Se  digirieron tanto plásmidos de las clonas de pGEMTE-tvcks1 y pGEMTE-tvcks2 

como el vector de expresión pQE30 con las enzimas KpnI y HindIII.   

Se utilizaron 200 ng de vector para una ligación con relación de vector: inserto 1:3, 

con la cual se transformó la cepa E. coli JM109, se purificaron plásmidos de las 

colonias resultantes.  

Se hicieron digestiones de las clonas con KpnI y HindIII para corroborar la 

presencia del inserto de tamaño esperado y las clonas positivas se secuenciaron 

(ver sección 5.3.5 a 5.3.8).  

5.4.4 Obtención de las proteínas recombinantes y su purificación 
Se realizaron dos transformaciones independientes de la cepa E. coli, una con 200 

ng de la construcción pQE30-tvcks1 y otra con 200 ng de pQE30-tvcks2, se tomó 

una colonia de cada transformación y se les creció en un cultivo de 5ml de LB con 

Ampicilina (100 µg/ml) y Kanamicina (50 µg/ml) por 16 hr a 37  °C; con estos 

cultivos se inocularon cultivos de 125 ml de LB con Ampicilina y Kanamicina y se 

incubaron a 37 °C hasta que alcanzaron una O.D.600 de 0.6 nm, entonces se 

indujo la expresión de las proteínas con 1mM de IPTG, por tres horas. Se tomaron 
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muestras antes y después de la inducción, y se analizaron en un gel de acrilamida 

al 16% en condiciones desnaturalizantes. 

Los cultivos de 125 ml se centrifugaron a 4 000 x g por 20 minutos y se 

almacenaron los pellets a -20 °C durante 14 horas.  

En dos tubos de 10 ml se colocó 1 ml de sefarosa acoplada a níquel, se 

centrifugaron a 10 000 x g durante 2 minutos y se eliminó el sobrenadante. Se 

colocaron 2 ml de buffer de lisis (apéndice II) a cada tubo, se mezclaron para 

resuspender y equilibrar la sefarosa, nuevamente se centrifugaron a 10 000 x g 

durante 2 minutos y se eliminó el sobrenadante. Se prepararon 10 ml de buffer de 

lisis con lisozima y benzonasa (apéndice II). 

Los pellets de TvCKS1 y TvCKS2 se descongelaron en hielo y se les agregó 5 ml 

de buffer de lisis con lisozima (1 mg/ml) y benzonasa (25 U/ml) a cada uno, con lo 

cual se resuspendieron completamente. Se incubaron en hielo durante 30 minutos 

y se centrifugaron a 14 000 x g  durante 30 minutos a 4 °C. 

Se recuperaron los sobrenadantes y se tomó una pequeña muestra de cada uno 

para almacenarla a -20 °C; a un tubo con sefarosa se le añadió el sobrenadante 

de TvCKS1 y al otro tubo el sobrenadante de TvCKS2, se incubaron en 

movimiento a 4 °C durante 45 minutos. 

Los sobrenadantes con la sefarosa se vertieron cada uno en una columna, se 

abrió la tapa hasta que el sobrenadante drenó y éste se almacenó a -20 °C. A 

cada columna se le realizaron dos lavados con 2 ml de buffer de lavado (apéndice 

II), ambos lavados se colectaron y almacenaron a -20 °C.  

Las proteínas se recuperan con 300 µl de buffer de elución (apéndice II) en 

fracciones y se almacenaron a -20 °C. 

5.4.5 SDS-PAGE y western blot 
Los eluídos se analizaron en geles de poliacrilamida al 15% en una electroforesis 

con menor concentración de SDS (0.1% en gel separador y concentrador, 1% en 

buffer de muestra 5X y 0.5% en el buffer de corrida, apéndice III). Las muestras se 
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mezclaron con el buffer de muestra, se calentaron cuatro minutos a 80°C y se 

cargaron en los pozos. La electroforesis se realizó a 20 mA por gel durante una 

hora. 

Las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa durante una hora con 

20 minutos a 350 mA utilizando el buffer de carbonatos (apéndice II), las 

membranas se bloquearon con leche al 5% diluida en TTBS (apéndice II) durante 

1 hora, posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 minutos  con TTBS. Las 

membranas se incubaron con HisProbe-HRP durante una hora, nuevamente  se 

realizaron 3 lavados de 10 minutos y finalmente se reveló por  

quimioluminiscencia, 1:1 SuperSignal West Pico. 

5.5  Ensayo de Doble híbrido en levaduras 
Para determinar la interacción entre TvCRKs y TvCKS realizamos ensayos de 

doble híbrido en la levadura S. cerevisiae. 

5.5.1 Amplificación de los genes de tvcks1 y tvcks2 
Utilizando como DNA molde la clona de pGEMTE-tvcks1 se amplificó el gen 

tvcks1 con  los oligonucleótidos p13suc1-20-EcoRI-F y p13suc1-Xho-R. La 

reacción de PCR se realizó en un volumen de 50 µl y sus condiciones se detallan 

abajo. 

Solución tvcks1 Control 
Agua bidestilada estéril para 

PCR 
35.5 µl 17.5 µl 

Amortiguador para PCR 10X 5 µl 2.5 µl 
MgSO4 50 mM (3 mM final) 1 µl 0.5 µl 
dNTP´s (stock de 10 mM) 1.5 µl 0.75 µl 

Oligo F 3 µl 1.5 µl 
Oligo R 3 µl 1.5 µl 

DNA 0.5 µl ----- 
Pfx polimerasa 0.5 µl 0.25 µl 

Total 50 µl 25 µl 
 

Paso Tiempo Temperatura 
1 5´ 94°C 
2 30´´ 94°C 
3 30´´ 56°C 
4 25´´ 68°C 
5 6 ciclos (pasos 2-4)  
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6 30´´ 94°C 
7 30´´ 62°C 
8 25´´ 68°C 
9 30 ciclos (pasos 6-8)  
10 5´ 68°C 
11 ∞  4°C 
12 END  

 

Para amplificar el gen tvcks2, se utilizó como DNA molde la clona de pGEMTE-

tvcks2 y los oligonucleótidos p13suc1-60-EcoRI-F y p13suc1-Xho-R. La reacción 

de PCR y las condiciones se detallan abajo.  

Solución TvCks2 Control 
Agua bidestilada estéril para PCR 35.8 µl 17.9 µl 

Amortiguador para PCR 10X 5 µl 2.5 µl 
MgSO4 mM (3mM final) 1.0 µl 0.5 µl 
dNTP´s (stock de 10mM) 1.5 µl 0.75 µl 

Oligo 3 µl 1.5 µl 
Oligo 3 µl 1.5 µl 
DNA 0.5 µl ---- 

Taq Hi Fi polimerasa 0.2 µl 0.1 µl 
Total 50 µl 25 µl 

 

Paso Tiempo Temperatura 
1 5´ 94°C 
2 30´´ 94°C 
3 30´´ 56°C 
4 25´´ 68°C 
5 6 ciclos (pasos 2-4)  
6 30´´ 94°C 
7 30´´ 62°C 
8 25´´ 68°C 
9 30 ciclos (pasos 6-8)  
10 5´ 68°C 
11 ∞  4°C 
12 END  

 

5.5.2 Clonación en pJG4-5 
Se clonó el marco de lectura abierto del gen de tvcks1 en el vector pJG4-5 

utilizando los sitios para EcoRI y XhoI. Se transformó la cepa de E. coli  XL1BLUE 

con una ligación con relación vector:inserto 1:4. Se purificó plásmido de las 

colonias resultantes y se hicieron digestiones con las enzimas EcoRI y XhoI para 

corroborar la presencia del inserto; las clonas positivas se secuenciaron (ver 

secciones  5.3.5 a 5.3.8).  
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Para el gen tvcks2 primero se clonó en el vector pGEM T-Easy utilizando una 

ligación estándar (ver sección 5.3.4). De una clona positiva se extrajo plásmido 

que se digirió con las enzimas EcoRI y XhoI para liberar suficiente inserto y 

subclonarlo en pJG4-5, como se describe para tvcks1.          

5.5.3 Transformación de la cepa EGY48 de Saccharomyces cerevisiae 
Se utilizó la cepa EGY48 de S. cerevisiae (ura3 trp1 his3 3LexA-operator-LEU2) la 

cual tiene integrado en su genoma el gen reportero LEU2 que sintetiza leucina y 

se transformó con el plásmido reportero pSH18 que codifica para la enzima 

betagalactosidasa, este plásmido contiene el marcador seleccionable URA3. La 

transcripción de ambos reporteros sucede si TvCRKs y TvCKSs interaccionan, 

pues su unión permite la formación de un factor de transcripción y recluta 

entonces la maquinaria de transcripción.  

 

Las TvCRKs se clonaron en el vector pEG202 para crear fusiones con el dominio 

de unión a DNA LexA, las construcciones se realizaron por el M. en C. Erick 

Amador Gaytán. Este vector contiene el marcador seleccionable HIS3. Para los 

controles también se clonó la proteína α de S. cerevisiae. 

 

Se realizaron nueve transformaciones separadas de EGY48, utilizando las 

siguientes combinaciones de plásmidos:  

 
*pEG202-TvCRK16 y  

 

 

 

pSH18 (lacZ) 

*pEG202-TvCRK22 y 

*pEG202-TvCRK40 y 

*pEG202-TvCRK51 y 

*pEG202-TvCRK53 y 

*pEG202-TvCRK57 y 

*pEG202-TvCRK59 y 

*pEG202-TvCRK96 y 

*pEG202-α y 
*contiene el dominio de unión a DNA (DBD) 
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Se creció un pre-cultivo de levaduras de la cepa EGY48 en 10 ml de YPD 

(apéndice III) 20 hr a 30 °C, a partir del cual se creció otro cultivo de 50 ml hasta 

que alcanzó una D. O. 600  entre 0.3 y 0.4 nm. 

 

El cultivo se centrifugó a 6,000 rpm a 4 °C durante 10 minutos, se lavaron las 

levaduras dos veces con agua estéril y se resuspendió el pellet de células en 1 ml 

de agua, el cual se transfirió a un microtubo de 1.5 ml y se centrifugó a 14,000 rpm 

durante 10 segundos. Se retiró el sobrenadante con micropipeta. Se agregaron 

400 µl de agua, 50 µl de acetato de litio y 5 µl de buffer TE y se resuspendió el 

pellet celular.   

 

Se usaron 50 µl de levaduras para cada transformación. A cada alícuota se le 

agregaron 10 µl de DNA de esperma de salmón (previamente hervido durante 5 

minutos y colocado en hielo 5 minutos), tras lo cual se añadieron 200 ng de 

TvCRK o α, 200 ng del vector pSH18 y 300 µl de PEG al 40%. Se mezcló 

ligeramente en vórtex. 

 

Se incubaron las levaduras 30 minutos a 30 °C; en seguida se dió un choque 

térmico 15 minutos a 42 °C. Finalizando éstos se centrifugaron a 14,000 rpm 

durante 10 segundos y se desechó el sobrenadante. Se resuspendió el pellet en 

180 µl de agua estéril  y se plaquearon en cajas con Medio Mínimo (MM) con 

Dextrosa, Leucina y Triptófano.  

 

Se utilizaron las colonias resultantes de la primera transformación, las cuales 

llevaban los dos plásmidos anteriormente descritos, para introducirles las 

construcciones realizadas en el vector pJG4-5 que tienen la fusión de las 

proteínas TvCKSs, la proteína β y endoquitinasa (de S. cerevisiae) con el dominio 

activador “acid blob” de un factor de transcripción. Este vector tiene el marcador 

de selección TRP1. Se introdujeron las construcciones de la siguiente manera:  
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TvCRK16 y  

 

 
             *pJG4-5-TvCKS1 ó 

*pJG4-5-TvCKS2 ó 

        *pJG4-5 Endoquitinasa 

TvCRK22 y    
TvCRK40 y    

TvCRK51 y    

TvCRK53 y    
TvCRK57 y    

TvCRK59 y    

TvCRK96 y    

 
Proteína α y 

*pJG4-5-β  (control +) 

*pJG4-5-Endoquitinasa (control -) 
*Contiene el dominio de activación (AD) 

   

 Se crecieron los nueve precultivos de las levaduras con los dos plásmidos en 10 

ml de MM Dextrosa con Leucina y Triptófano (apéndice III) 20 hr a 30 °C, a partir 

de los cuales se crecieron otros cultivos de 50 ml hasta que alcanzaron una O.D. 

600  entre 0.3 y 0.4 nm. 

 

Se continuó con el protocolo de transformación como anteriormente se describió. 

En esta ocasión por cada TvCRK se hicieron alícuotas para añadir 200 ng de la 

construcción de tvcks1, de tvcks2, o de endoquitinasa clonadas en pJG4-5, y a 

todas ellas se les colocaron 300 µl de PEG al 40%. A las levaduras con la 

construcción para la proteína α se les transformó con la construcción para la 

proteína β. Se utilizaron cajas con MM con Dextrosa y Leucina para plaquear las 

levaduras.  

 

5.5.4 Síntesis de reporteros 
Las levaduras con los tres plásmidos se estriaron en cajas de MM con Dextrosa y 

Leucina para purificar colonias y se incubaron a 30 °C por 48 horas. Se eligieron 

colonias y se crecieron cultivos en MM con Galactosa, Rafinosa y Leucina 

(MM/Gal/Raf/Leu) (apéndice III), los cuales se mantuvieron 48 horas en agitación 

a 30 °C. 

Los cultivos se centrifugaron a 6000 rpm durante 10 minutos a 4 °C; se realizaron 

dos lavados con agua estéril y finalmente se resuspendieron en 2 ml de agua. Se 
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ajustaron cultivos de 1 ml a una O.D. 600 de 0.6 nm y se hicieron diluciones 1/5, 

1/50 y 1/500 en tubos eppendorf de 1.5 ml.  

Se colocaron gotas de 3 µl comenzando por la muestra concentrada y terminando 

con la dilución a menor concentración. Para determinar la expresión del reportero 

de leucina se utilizaron cajas con MM/Gal/Raf, para el reportero lacZ cajas con 

MM/Gal/Leu/X-Gal y para ambos reporteros cajas con MM/Gal/X-Gal (apéndice 

III). Se incubaron las cajas  a 30 °C, 48 horas aproximadamente. 

5.5.5 Subclonación en pEG202 
Para probar si TvCKS pueden formar heterodímeros se realizó un  ensayo de 

Doble Híbrido entre TvCKS. Los genes se subclonaron en el vector pEG202 que 

tiene el dominio de unión al DNA. Y se aprovecharon las clonas de pJG4-5-tvcks1 

y pJG4-5-tvcks2 las cuales se digirieron con EcoRI y XhoI para liberar suficiente 

inserto y ligarlo con pEG202 en una relación vector:inserto 1:4. El procedimiento 

continuó y las clonas positivas se mandaron a secuenciar (ver secciones 5.3.5 a 

5.3.8). 

Se transformaron las levaduras en dos ocasiones, en la primera se introdujo las 

construcciones en pEG202 y el plásmido pSH18 y en la segunda las 

construcciones en pJG4-5. Se continuó el procedimiento para ver la expresión de 

los genes reporteros como se describió anteriormente (ver secciones 5.5.3 y 

5.5.4).  
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6. RESULTADOS 
 
6.1 Alineamiento de secuencias de CKSs 

Se investigó la presencia de genes homólogos a suc1 de S. pombe en el genoma 

de T. v aginalis, se identificaron dos genes que codifican proteínas putativas 

reguladoras de cinasas dependientes de ciclinas (CKS): TVAG_164620 

(XM_001325540.1) y TVAG_142260 (XM_001320060.1), para los cuales no se 

encontraron reportados EST. Ambos genes constan de 249pb y codifican 

proteínas de 82 aminoácidos.  

En este trabajo el gen TVAG_164620 se denomina tvcks1 y su proteína TvCKS1 

(EAY13352.1) y el gen TVAG_142260 se denomina tvcks2 y su proteína TvCKS2 

(EAY07872.1).  

El análisis teórico indica que TvCKS1 tiene un punto isoeléctrico de 6.63 y un peso 

molecular de 9906 Da, mientras que TvCKS2 tiene un punto isoeléctrico de 6.39 y 

un peso molecular de 9922 Da. 

En la tabla 3 se enlistan los porcentajes de identidad y similitud entre las proteínas 

CKS de otros organismos y las proteínas de T. v aginalis. Las dos TvCKS son 

>50% similares a otras CKSs, pero con mayor porcentaje de identidad (>50%) y 

similitud (>70%) a las CKS humanas, principalmente a la HsCKS2. 

Ambas proteínas tienen el motivo HXPEPH que es característico de las CKSs 

descritas hasta el momento. En TvCKS1 se compone de: His-60, Ala-61, Pro-62, 

Glu-63, Pro-64 y Asn-65. En TvCKS2 el motivo es el mismo, excepto por Asn-61. 

En las dos proteínas el último aminoácido del motivo de dimerización es una 

asparagina en lugar de una histidina. Se conservan también los cinco aminoácidos 

involucrados en la unión a fosfato: Lys-11, Arg-20, Ser-51, Trp-54 y Arg-71, y la 

mayoría de los aminoácidos necesarios para la interacción con CDKs. 
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Tabla 3. Porcentajes de identidad y similitud de las TvCKSs con CKSs de otros organismos. 
A pesar  de que T. vaginalis es un protozoario parásito, sus dos CKS tienen arriba del 70% de 

similitud con las CKSs de humano y mayor identidad con la HsCKS2. *Entre más pequeño es el 

valor de e, es menos probable que el alineamiento sea producto del azar.  

 

Las CKSs de levaduras tienen un extremo amino extenso y una inserción de 

nueve aminoácidos. La CKS1 de S. c erevisiae es la proteína más grande del 

grupo y tiene una cola de glutaminas en su extremo carboxilo. Las CKSs de los 

cinetoplástidos son proteínas de menor tamaño y aunque tienen un extremo amino 

grande no es parecido al de las levaduras. A pesar de que T. vaginalis también es 

un protozoario parásito como los cinetoplástidos, sus CKSs tienen mayor similitud 

a las CKSs del humano, las cuales tienen un extremo amino corto y son las 

proteínas más pequeñas del grupo (ver figura 9). TvCKS1 y TvCKS2 son 94% 

Proteína Organismo Proteína 
putativa de 
T. vaginalis 

*Probabilidad Identidad Similitud 

HsCKS1 H. sapiens TvCKS1 3.0e-22 56% 73% 

TvCKS2 4.9e-22 55% 73% 

HsCKS2 H. sapiens TvCKS1 4.8e-24 57% 76% 

TvCKS2 7.8e-24 56% 76% 

LmmCKS1 L. mexicana TvCKS1 4.9e-22 39% 54% 

TvCKS2 1.0e-21 37% 55% 

CKS1 S. cerevisiae TvCKS1 3e-21 28% 40% 

TvCKS2 1.0e-19 27% 38% 

p13suc1 S. pombe TvCKS1 3.7e-17 36% 55% 

TvCKS2 1.6e-16 36% 52% 

TbCKS1 T. brucei TvCKS1 3.8e-22 42% 55% 

TvCKS2 4.4e-21 39% 54% 

Tcp12CKS1 T. cruzi TvCKS1 1.2e-20 38% 55% 
TvCKS2 2.7e-21 39% 57% 
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idénticas y 96% similares, la diferencia entre una y otra radica en cinco 

aminoácidos (ver figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Alineamientos de las CKSs de distintos organismos. Las proteínas de T. vaginalis 

TvCKS1 y TvCKS2 presentan el motivo HXPEPH con algunos cambios, los residuos marcados en 

amarillo son los involucrados en la unión a fosfato y los residuos marcados en verde son los 

necesarios para la interacción con CDKs. En morado los aminoácidos de HsCKS1 importantes 

para la unión a SKP2. En azul el dominio de unión a ubiquitina en CKS1. ↓ Aminoácidos diferentes 

en las CKS de T. vaginalis. Cambios conservados: El aspartato (D) 5 y 10 en TvCKS1 cambian por 

glutamato (E) 5 y 10 en TvCKS2. Cambios no conservados: La arginina (R) 7, la Isoleucina (I) 23 y 

la alanina (A) 61 en TvCKS1 cambian por Isoleucina (I) 7, Treonina (T) 23 y Asparagina (N) 61 en 

TvCKS2. Tv. Trichomonas v aginalis, Tb. Trypanosoma br ucei, Tc. Trypanosoma c ruzi, Lmm. 

Leishmania mexicana, Hs. Homo sapiens, Sc. Saccharomyces cerevisiae.  

                                                                                               
                                                                                                             ↓  ↓       ↓                           ↓ 
TvCKS1     ---MSVD--- ---------- ---------- ------DIRY SDKYYDDVYE YRHVILPKEI  28   
TvCKS2     ---MSVD--- ---------- ---------- ------EIIY SEKYYDDVYE YRHVTLPKEI  28   
TbCKS1     ---MSGR--- ---DYFSITD PVQREQARMM ISKLQSKILY SDKYYDDEYE YRHVILPKDF  51 
Tcp12CKS1  ---MSAR--- ---DFFSITD PVQKEQARHM ISKLQSKILY SEKYYDDEYE YRHVVLPKDF  51   
LmmCKS1    ---MPAKPAQ ---DFFSLDA NGQRE-ALII IKKLQCKILY SDKYYDDMFE YRHVILPKDL  53   
HsCKS1     ---MSHK--- ---------- ---------- ------QIYY SDKYDDEEFE YRHVMLPKDI  28   
HsCKS2     ---MAHK--- ---------- ---------- ------QIYY SDKYFDEHYE YRHVMLPREL  28   
p13suc1    ---MSKS--- -------GVP RLLTASERER LEPFIDQIHY SPRYADDEYE YRHVMLPKAM  47   
ScCKS1     ---MYHHYHA -------FQG RKLTDQERAR VLEFQDSIHY SPRYSDDNYE YRHVMLPKAM  50  
                                                   ----β1---   ---β2---  -α1-  
 
                                                                                                                         ↓ 
TvCKS1     SRKDPKD--- ------HLLS EEEWRALGIQ MSPGWIHYHR HAPEPNILLF RREHHGNVPK  79   
TvCKS2     SRKDPKD--- ------HLLS EEEWRALGIQ MSPGWIHYHR HNPEPNILLF RREHHGNVPK  79   
TbCKS1     SRLVPRG--- ------RLME ESEWRQLGVQ QSVGWRHYML HAPEPHVLLF KRPKTQ----  98   
Tcp12CKS1  ARLVPRH--- ------RLMD ESEWRQLGVQ QSVGWRHYMF HKPEPHVLLF KRPKTQ----  98   
LmmCKS1    ARLVPTS--- ------RLMS EMEWRQLGVQ QSQGWVHYMI HKPEPHVLLF KRPRT-----  99   
HsCKS1     AKLVPKT--- ------HLMS ESEWRNLGVQ QSQGWVHYMI HEPEPHILLF RRPLPKKPKK  79   
HsCKS2     SKQVPKT--- ------HLMS EEEWRRLGVQ QSLGWVHYMI HEPEPHILLF RRPLPKDQQK  79   
p13suc1    LKAIPTDYFN PETGTLRILQ EEEWRGLGIT QSLGWEMYEV HVPEPHILLF KREKDYQMKF  107  
ScCKS1     LKVIPSDYFN SEVGTLRILT EDEWRGLGIT QSLGWEHYEC HAPEPHILLF KRPLNYEAEL  110  
                                   --α2-        --β3-        ---β4---- 
 
 
TvCKS1     DAL------- ---------- ---------- ----------  82   
TvCKS2     DAL------- ---------- ---------- ----------  82   
TbCKS1     ---------- ---------- ---------- ----------  98   
Tcp12CKS1  ---------- ---------- ---------- ----------  98   
LmmCKS1    ---------- ---------- ---------- ----------  99   
HsCKS1     ---------- ---------- ---------- ----------  79   
HsCKS2     ---------- ---------- ---------- ----------  79   
p13suc1    ------SQQR GG-------- ---------- ----------  113  
ScCKS1     RAATAAAQQQ QQQQQQQQQQ QQQHQTQSIS NDMQVPPQIS  150  
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6.2 Modelado in silico de las CKSs putativas de T. vaginalis 
Las secuencias de aminoácidos de p13suc1, CKS1, HsCKS1, HsCKS2, TvCKS1 y 

TvCKS2 se usaron para modelar las proteínas en el programa PHYRE 2. Todas 

las CKSs se caracterizan por hojas β rodeadas por hélices α, incluyendo las de T. 

vaginalis. Las CKSs de levaduras son más grandes, debido a su extremo amino, 

p13suc1 de S. pombe y CKS1 de S. cerevisiae tienen mayor similitud estructural a 

HsCKS1 y HsCKS2 de H. sapiens, respectivamente. Las TvCKSs se estructuran 

de manera similar entre ellas y en comparación con la CKS2 de humano. En 

TvCSK2 hay dos diferencias estructurales en comparación con TvCKS1 (ver 

figuras 10 y 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Estructuras teóricas de las proteínas CKSs. Se utilizó la secuencia de aminoácidos 

de las CKS de varios organismos para modelar su estructura en el programa PHYRE2. Las dos 

p13suc1 HsCKS1 

TvCKS1 TvCKS2 

ScCKS1 HsCks2 
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proteínas de T. vaginalis se estructuran de manera similar a la HsCKS2. Arriba p13suc1 (13 kDa) y 

HsCKS1 (9 kDa), en medio CKS1 (18 kDa) de S. cerevisiae y HsCKS2 (9 kDa), abajo TvCKS1 (10 

kDa)  y TvCKS2 (10 kDa)  de T. vaginalis. En rojo el motivo HXPEPH, en verde los residuos de 

interacción con CDKs y en amarillo el sitio unión a aniones (fosfato).    

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Modelo estructural teórico de las CKSs de humano y de T. vaginalis. 
Representación de listones de HsCKS2 y TvCKS, todas se componen de hojas β rodeadas por α-

hélices y se estructuran de manera similar con ligeras diferencias que se pueden observar en 

diferentes colores. En naranja CKS2 de humano, en azul TvCKS1, en rojo TvCKS2. 

 

6.3 Expresión de tvcks1 y tvcks2 a nivel de mRNA 
La expresión de los genes tvcks1 y tvcks2 en T. vaginalis se evaluó mediante un 

análisis de RT-PCR. Como se describe en materiales y métodos, se extrajo RNA 

total, se purificó RNA poly (A)+, se sintetizó cDNA y se amplificaron los extremos 

3´ de los mRNA utilizando un oligonucleótido específico para cada gen (ver figura 

12). A partir de esta reacción se realizó una PCR anidada para favorecer la 

amplificación específica.  

 

C-terminal 

N-terminal 
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Figura 12. Secuencias genómicas de las CKSs de T. vaginalis. Arriba: Esquema de los sitios 

de anclaje de los oligonucleótidos utilizados para amplificar los extremos 3´ de los genes tvcks, 

Fw1 y Fw2 son oligonucleótidos específicos para cada gen y Fw3 es el oligonucleótido común para 

ambos genes.  Fw1 y Fw2 fueron utilizados para la primera reacción de PCR y el Fw3 para la 

reacción de PCR anidado. Abajo: Secuencias de nucleótidos del ORF de los genes tvcks1 y 

tvcks2. Se muestran los oligonucleótidos para las reacciones de PCR y los sitios que son 

reconocidos por las enzimas de restricción EcoRV, BamHI y SacI que nos sirven para diferenciar 

los genes. 

 

En la primera reacción de PCR de tvcks1 se amplificaron dos bandas con un 

tamaño mayor a 400 pb, dada la similitud de los genes es probable que se esten 

amplificando los dos genes, por ello realizamos la PCR anidada, en la cual se 

 

                            
 
 
TvCks1      ATGAGTGTTGACGATATCAGGTACTCTGATAAGTACTACGATGATGTCTA 50 
TvCks2      ATGAGTGTTGACGAGATTATATACTCAGAAAAGTATTATGATGACGTCTA 50 
            ************** ** *  ***** ** ***** ** ***** ***** 
TvCks1      TGAATATCGTCATGTAATTCTTCCTAAAGAGATAAGTAGGAAAGATCCAA 100 
TvCks2      TGAGTATAGGCATGTTACATTACCAAAAGAAATCAGCAGGAAAGATCCGA 100 
            *** *** * ***** *   * ** ***** ** ** *********** * 
TvCks1      AAGATCATCTTTTAAGTGAAGAAGAATGGAGAGCATTAGGAATACAAATG 150 
TvCks2      AGGACCACCTTTTAAGCGAAGAAGAATGGAGAGCTCTTGGCATCCAAATG 150 
            * ** ** ******** *****************  * ** ** ****** 
TvCks1      AGTCCTGGCTGGATACATTACCATCGTCATGCACCAGAGCCTAATATTCT 200 
TvCks2      AGCCCAGGATGGATCCATTATCACAGACATAATCCAGAGCCAAATATTCT 200 
            ** ** ** ***** ***** **  * ***   ******** ******** 
TvCks1      TCTATTTAGACGTGAGCACCATGGAAATGTTCCTAAAGATGCCCTTTAA  249 
TvCks2      CTTATTTAGAAGAGAACACCATGGAAATGTTCCGAAAGATGCCCTTTAA  249 
              ******** * ** ***************** *************** 
 
Oligo Fw1 p13suc1-20-KpnF 5´ TATAGGTACCAGTGTTGACGATATCAGGTACTC 3´ 
Oligo Fw2 p13suc1-60-KpnF 5´ CATAGGTACCAGTGTTGACGAGATTATATACTCAG 3´ 
Oligo Fw3 Tvp13suc1nested GAAGAAGAATGGAGAGC 
Oligo AUAPB 5’ GGATCCGGCCACGCGTCGACTAGTAC 3´ 
 
GATATC SECUENCIA DE CORTE DE Eco RV 
GGATCC SECUENCIA DE CORTE DE Bam HI 
GAGCCC SECUENCIA DE CORTE DE Sac I 
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obtuvieron dos productos, uno de aproximadamente 350pb y otro mayor a 400pb 

(ver figura 13A) (la banda superior puede ser el mismo amplificado de la reacción 

uno, debido a que se utilizó como templado sin haber sido purificada). En la 

primera reacción de PCR de tvcks2 se amplifican tres productos de 

aproximadamente 250, 450 pb y de 550 pb. En la PCR anidada se amplifica una 

banda de aproximadamente 350 pb (ver figura 13B). 

 

 

 

                

 

 

 

 

Figura 13.  Amplificación del 3´UTR del mRNA de los genes tvcks1 y tvcks2 mediante 
3´RACE. Se aisló RNA poly (A)+, se sintetizó cDNA y se obtuvó por PCR el extremo 3´ de los 

genes tvcks1 y tvcks2. A) 3´UTR de tvcks1. Primer PCR con oligonucleótidos específicos. Carril 1: 

Marcador de peso molecular. Carril 2: Fragmentos de aproximadamente 450 y 550 pb. Carril 3: 

Control de PCR sin cDNA. Carril 4: Control de PCR sin Taq polimerasa. PCR semianidado del 

3´UTR de tvcks1. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Control de PCR sin Taq 

polimerasa. Carril 3: Fragmentos de aproximadamente 350 y 450 pb. B) 3´UTR de tvcks2. Primer 

PCR con oligonucleótidos específicos. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Fragmentos 

de aproximadamente 250, 400 y 500pb. Carril 3: Control de PCR sin cDNA. Carril 4: Control de 

PCR sin Taq polimerasa. PCR semianidada del 3´UTR de tvck2. Carril 1: Marcador de peso 

molecular. Carril 2: Control de PCR sin Taq polimerasa. Carril 3: Fragmento de aproximadamente 

350 pb.                  
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Para corroborar que los amplicones fueran de tvcks1 o tvcks2, los productos del  

PCR anidado se clonaron en el vector pGEM T-Easy, se obtuvo plásmido y se 

digirieron las clonas con BamHI y SacI. Los plásmidos de tvcks1 se linearizan con 

ambas enzimas pues el vector tiene un sitio de corte para cada enzima, mientras 

que los de tvcks2 liberan un inserto al ser digeridos con BamHI y con SacI, ya que 

tanto el vector como el gen se cortan con estas enzimas. Se mandaron a 

secuenciar las clonas con el patrón de digestión esperado.   

La presencia de los cDNAs de tvcks1 y tvcks2 demuestra que ambos genes se 

expresan, y sugiere que su producto proteico también está presente (figuras 14 y 

15). Generalmente los extremos 3´UTR de los mRNAs de T. vaginalis constan de 

5 a 43 nucleótidos en promedio (Vanacova S. et al., 2003). La poliadenilación 

(adición de Adeninas) de estos extremos en T. vaginalis está dirigida por la señal 

de poliadenilación UAAA, que en muchos genes forma parte del codón de paro de 

la traducción UAA (Fuentes V. et al., 2012). Llama la atención que los extremos 

3´UTR de los mRNA de tvcks1 y tvcks2 son mayores a 130 nucleótidos y utilizan 

una señal de poliadenilación que se encuentra distante al codón de paro.  

En el extremo 3´ UTR del gen tvcks1 se obervó la señal de poliadenilación UAAA 

en cinco posiciones y se encontró que en cuatro de ellas dirige la poliadenilación, 

originando la adición de adeninas en diferentes sitios (ver figura 14). Mientras que 

en el 3´ UTR del gen tvcks2 se encontró la señal en tres lugares distintos, en dos 

de estos la señal dirige la poliadenilación y la cola de adeninas se ubican en sitios 

que cercanos entre sí (ver figura 15). La población de mRNAs del gen tvcks1 tiene 

una poliadenilación heterogénea en comparación con la población de mRNAs del 

gen tvcks2. Lo anterior podría tener implicaciones en la regulación de la traducción 

de los mRNAs de estos genes. 
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Figura 14. Alineamiento del 3’UTR del mRNA de tvcks1. En el extremo 3´ del gen tvcks1 se 

encontró en cinco sitios la señal de poliadenilación, en cuatro de ellos la señal fue utilizada. En 

cursivas la secuencia genómica anotada. En negritas el codón de paro y la cola de adeninas. 

Subrayada la señal de poliadenilación. Sombreada la señal de poliadenilación utilizada  en cada 

una de las ocho clonas secuenciadas.  

 

 

               

CKS1-9          GATGCCCTTTAAAATTCAAAAACGTTATTTTGATCATTAATTTAGATCAAATGTCAATGC 
CKS1-1          GATGCCCTTTAAAATTCAAAAACGTTATTTTGATCATTAATTTAGATCAAATGTCAATGC 
CKS1-7          GATGCCCTTTAAAATTCAAAAACGTTATTTTGATCATTAATTTAGATCAAATGTCAATGC 
CKS1-3          GATGCCCTTTAAAATTCAAAAACGTTATTTTGATCATTAATTTAGATCAAATGTCAATGC 
CKS1-13         GATGCCCTTTAAAATTCAAAAACGTTATTTTGATCATTAATTTAGATCAAATGTCAATGC 
CKS1-6          GATGCCCTTTAAAATTCAAAAACGTTATTTTGATCATTAATTTAGATCAAATGTCAATGC 
CKS1-10         GATGCCCTTTAAAATTCAAAAACGTTATTTTGATCATTAATTTAGATCAAATGTCAATGC 
tvcks1          GATGCCCTTTAAAATTCAAAAACGTTATTTTGATCATTAATTTAGATCAAATGTCAATGC 
                           1 
CKS1-9          ATCATGAGTCATTTCACTACTTTCGTAGTTACTTGTTATTTAATTAGATTAAAATTTCGA 
CKS1-1          ATCATGAGTCATTTCACTACTTTCGTAGTTACTTGTTATTTAATTAGATTAAAATTTCGA 
CKS1-7          ATCATGAGTCATTTCACTACTTTCGTAGTTACTTGTTATTTAATTAGATTAAAATTTCGA 
CKS1-3          ATCATGAGTCATTTCACTACTTTCGTAGTTACTTGTTATTTAATTAGATTAAAATTTCGA 
CKS1-13         ATCATGAGTCATTTCACTACTTTCGTAGTTACTTGTTATTTAATTAGATTAAAATTTCGA 
CKS1-6          ATCATGAGTCATTTCACTACTTTCGTAGTTACTTGTTATTTAATTAGATTAAAATTTCGA 
CKS1-10         ATCATGAGTCATTTCACTACTTTCGTAGTTACTTGTTATTTAATTAGATTAAAATTTCGA 
tvcks1          ATCATGAGTCATTTCACTACTTTCGTAGTTACTTGTTATTTAATTAGATTAAAATTTCGA 
                                                                   2 
CKS1-9          TTCCTATCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
CKS1-1          TTCCTATCAATAAAAAAAAAAAAAAAAA 
CKS1-7          TTCCTAACAATAATATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAA 
CKS1-3          TTCCTATCAATAATATAAAATACTTCTCTTATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
CKS1-13         TTCCTATCAATAATATAAAATACTTCTCTTATACATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAA 
CKS1-6          TTCCTATCAATAATATAAAATACTTCTCTTATACATTTCAATACAAAGGATTTTACCTAA 
CKS1-10         TTCCTATCAATAATATAAAATACTTCTCTTATACATTTCAATACAAAGGATTTTACCTAA 
tvcks1          TTCCTATCAATAATATAAAATACTTCTCTTATACATTTCAATACAAAGGATTTTACCTAA 
                                3                          
CKS1-9          ------------------------------------------------------------ 
CKS1-1          ------------------------------------------------------------ 
CKS1-7          AAAAAAAAAAAAAAAAAAA----------------------------------------- 
CKS1-3          ------------------------------------------------------------ 
CKS1-13         ------------------------------------------------------------ 
CKS1-6          TTTTCATAAAATATTGCATTTTGATGTTATTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
CKS1-10         TTTTCATAAAATATTGCATTTTGATGTTATTTTACATATAAAACATGTTAATTTTGATAA 
tvcks1          TTTTCATAAAATATTGCATTTTGATGTTATTTTACATATAAAACATGTTAATTTTGATAA                            
                       4                               5 
CKS1-9          ---------------------------------------------------- 
CKS1-1          ---------------------------------------------------- 
CKS1-7          ---------------------------------------------------- 
CKS1-3          ---------------------------------------------------- 
CKS1-13         ---------------------------------------------------- 
CKS1-6          AAAAAAAAA------------------------------------------- 
CKS1-10         AAAAAAAAAAAAAAAA------------------------------------ 
tvcks1          ---------------------------------------------------- 
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Figura 15. Alineamiento del 3’UTR del mRNA de tvcks2. El extremo 3´ del gen tvcks2 tiene un 

patrón homogéneo de poliadenilación, ya que se encontró la señal de poliadenilación en tres sitios, 

en dos de ellos la señal es utilizada. En cursivas la secuencia genómica anotada. En negritas el 

codón de paro y la cola de adeninas. Subrayada la señal de poliadenilación. Sombreado las dos 

señales de poliadenilación.  
 

6.4  Formación de dímeros de TvCKS1  
Las proteínas tipo CKS forman dímeros in vitro, que han sido detectados mediante 

cromatografía de filtración en gel y a través de estudios estructurales. Anticuerpos 

contra las CKS de protozoarios detectan dímeros en lisados totales de Leishmania 

y Trypanosoma c ruzi analizados mediante SDS-PAGE (Ducommun et al., 1991, 

Mottram y Grant et al., 2006, Muñoz et al., 2006). Se encontró que la conformación 

dimérica es capaz de resistir la desnaturalización. Para evaluar la capacidad de 

dimerización de las TvCKSs, se expresaron estas proteínas recombinantes 

fusionadas a una etiqueta de 6X-His, la cual nos permitió analizarlas mediante 

electroforesis y Western blot.  

Clonación de los genes tvcks1 y tvcks2  

A partir de DNA genómico se amplificó por PCR el ORF de los genes tvcks1 y 

tvcks2, ambos de 249pb. Los productos se clonaron en el vector pGEM T-Easy, 

las clonas que liberaron un inserto del tamaño esperado se digirieron para obtener 

CKS2-5          GATGCCCTTTAAAATTTTGGATGTAGTCTATGCACAAGGAATCAGTATAACACAATTCCA 
CKS2-12         GATGCCCTTTAAAATTTTGGATGTAGTCTATGCACAAGGAATCAGTATAACACAATTCCA 
CKS2-10         GATGCCCTTTAAAATTTTGGATGTAGTCTATGCACAAGGAATCAGTATAACACAATTCCA 
CKS2-11         GATGCCCTTTAAAATTTTGGATGTAGTCTATGCACAAGGAATCAGTATAACACAATTCCA 
tvcks2          GATGCCCTTTAAAATTTTGGATGTAGTCTATGCACAAGGAATCAGTATAACACAATTCCA 
                          1 
                      
CKS2-5          ATCATACAATGACTATAATACCTTGACATGTTTGTAATACATAAATCGCCATTTGATATA 
CKS2-12         ATCATACAATGACTATAATACCTTGACATGTTTGTAATACATAAATCGCCATTTGATATA 
CKS2-10         ATCATACAATGACTATAATACCTTGACATGTTTGTAATACATAAATCGCCATTTGATATA 
CKS2-11         ATCATACAATGGCTATAATACCTTGACATGTTTGTAATACATAAATCGCCATTTGATATA 
tvcks2          ATCATACAATGACTATAATACCTTGACATGTTTGTAATACATAAATCGCCATTTGATATA 
                                                          2 
 
CKS2-5          TGAAATAATAAAATTTCATTTTGAAGTTTTATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
CKS2-12         TGAAATAATAAAATTTCATTTTGAAGTTTTATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
CKS2-10         TGAAATAATAAAATTTCATTTTGAAGTTTTATAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
CKS2-11         TGAAATAATAAAATTTCATTTTGAAGTTTTATAAATCTTCTACATAAAAAAAAAAAAAAA 
tvcks2          TGAAATAATAAAATTTCATTTTGGAGTTTTATAAATCTTCTACATAATATGTTTGTCTAT 

                                                      3 
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TvCSK1 TvCSK2 

los insertos que fueron subclonados para su expresión en pQE30 utilizando los 

sitios KpnI y HindIII añadidos con los oligonucleótidos. Las clonas con el inserto de 

tamaño esperado se secuenciaron para verificar que la fusión a la etiqueta de 

histidinas no modificara el marco de lectura o se generara alguna mutación. 

Expresión de las proteínas recombinantes de TvCKS1 y TvCKS2 

Ambas proteínas recombinantes se expresaron en la cepa E. c oli M15 y se 

purificaron por cromatografía de afinidad utilizando una columna de sefarosa 

acoplada a níquel. Se realizaron cuatro eluciones que fueron analizadas en una 

electroforesis desnaturalizante. Se comprobó la presencia de ambas proteínas con 

el peso esperado de 12 kDa (con la etiqueta de histidinas). TvCKS1 se expresa 

mejor y migra ligeramente arriba de los 10 kDa, mientras que TvCKS2 se observa 

por arriba de los 10 kDa y más cerca de los 15 kDa (ver figura 16). 

 

A                                                                                B 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. SDS-PAGE de las proteínas TvCKSs purificadas. Purificación de TvCKS1 (Panel A) 

y TvCKS2 (panel B). Carril1: Lisado total inducido. Carril 2: Proteína no unida a la columna. 

Carriles 3 y 4: Lavados. Carriles 5-8: Proteína eluída. Carril 9: Marcador de peso molecular. Gel de 

poliacrilamida al 15%.  
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Para evaluar la posible dimerización de las proteínas se llevó a cabo una 

electroforesis con menor concentración de SDS (ver materiales y métodos), se  

incubaron las muestras cinco minutos a 80°C. En el Western blot con HisProbe-

HRP se detectó el monómero de 12 kDa  y un posible dímero de 24 kDa en las 

eluciones de TvCKS1, además de una tercera banda menor a los 40 kDa. Para 

TvCKS2 se observó unicamente los monómeros. Como control utilizamos a la 

proteína TPB1 de T. v aginalis la cual también tiene una etiqueta de histinas y 

puede formar dímeros (ver figura 17). 

 

                                                                               

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Gel de poliacrilamida y Western Blot de las proteínas recombinantes TvCKS 
purificadas. Las proteínas recombinantes His-TvCKS1 y His-TvCKS2 fueron detectadas mediante 

la sonda HisProbe-HRP (1:5000) como se describe en materiales y métodos. Panel A: gel de 

poliacrilamida; panel B: Western  blot.  Carriles 1 y 2: Eluciones de His-TvCKS1. Se observa el 

monómero de 12kDa (m), el posible dímero de 24kDa (d) y una banda debajo de los 40 kDa (t). 

Carriles 3 y 4: Eluciones de His-TvCKS2; se observa el monómero de 12kDa (m2). Carril 5: Control 

His-TBP1. Carril 6: Marcador de peso molecular. 

 

Podría ser que el dímero de TvCKS1 fuese más estable a la desnaturalización que 

el dímero de TvCKS2. Aunque ambas proteínas tienen el motivo de dimerización 
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HXPEPN en lugar de HXPEPH, el cambio de la histidina final por asparagina 

puede no ser relevante para la dimerización pues son aminoácidos de 

características similares.  

Las CKSs del parásito en estudio podrían ser análogas a las CKS1 y CKS2 de H. 

sapiens, las cuales son 81% similares y presentan ligeros cambios estructurales 

que favorecen la formación de dímeros en HsCKS2. 

 

6.5  Interacciones de TvCKS1 y TvCKS2 con las CRKs de T. vaginalis 
En nuestro laboratorio se están caracterizando ocho TvCRKs que posiblemente 

participan en el ciclo celular de T. v aginalis. El M. en C. Erick Amador Gaytán 

observó interacción in vitro de cuatro de ellas con p13suc1 (CKS de la levadura S. 

pombe). En este proyecto se determinó la interacción de tres de las ocho TvCRKs 

con las dos CKSs de T. vaginalis, mediante ensayos de doble híbrido. 

Clonación de tvcks en vectores para doble híbrido. 

Se amplificaron los genes de tvcks teniendo como molde a las clonas en pGEM T-

Easy-tvcks, utilizando oligonucleótidos específicos que contienen los sitios de 

reconocimiento para las enzimas de restricción XhoI y EcoRI.   

Se clonaron las dos CKSs en el vector pJG4-5 para construir una proteína de 

fusión con las TvCKS y el dominio activador “acid blob” de un factor de 

transcripción. La fusión  está bajo el promotor inducible por galactosa, GAL1. 

El M.en C. Erick Amador Gaytán clonó las ocho posibles CRKs de T. vaginalis en 

el vector pEG202 para construir proteínas de fusión con el dominio de unión a 

DNA, LexA. Las fusiones están bajo el promotor constitutivo del gen de la proteína 

alcohol deshidrogenasa, ADH1. 

Se utilizaron dos reporteros: uno endógeno LexAopLEU2 que sintetiza leucina y 

que cuenta con cuatro operadores LexA, y pSH18 que cuenta con seis operadores 

LexA y que se encuentra bajo el promotor de GAL1. Este reportero sintetiza la 
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enzima beta galactosidasa que al degradar el sustrato X-Gal da una coloración 

azul. Las TvCRKs se unen al DNA a través del dominio de unión a DNA LexA que 

reconoce los operadores LexA en los genes reporteros, si hay una interacción con 

las TvCKS, la unión entre esas proteínas permite al dominio activador reclutar la 

maquinaria de transcripción a los genes para que sean transcritos. Si las proteínas 

no interaccionaron no hay transcripción de los genes reporteros (ver figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Sistema reportero de la cepa EGY48 de S. cerevisiae. Dos reporteros de respuesta a 

operadores lexA: gen LEU2 (requerido para crecer sin Leu) integrado cromosomalmente y el gen 

lacZ fusionado al promotor GAL1 (genera una coloración azul en medio con X-Gal). A) Las 

levaduras contienen las proteínas quiméricas: TvCRK fusionadas a LexA (dominio de unión a DNA) 

funcionando como cebos y TvCKS fusionadas al dominio activador. B) Si las proteínas no 

interaccionan, no se activa la transcripción. C) La interacción de las proteínas activa la 

transcripción y permite el crecimiento de las levaduras en medio sin leucina. La presencia de X-Gal 

en el medio de cultivo produce una coloración azul en las colonias. Símbolos: Rectángulo negro, 

operador lexA; círculo: proteína LexA que interacciona con los operadores; pentágono, TvCRKs; 

Rectángulo blanco TvCKS1/2; cuadro sombreado, dominio activador (“acid blob”). 

 

La cepa EGY48 se transformó con las construcciones plasmídicas como se 

describe en materiales y métodos. Se purificaron colonias y se evaluaron las 

interacciones por viabilidad y por coloración. Como control positivo se utilizaron las 

proteínas α y β, y como control negativo las proteínas α y endoquitinasa. Como  
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control del experimento se utilizaron las proteínas TvCRKS y la endoquitinasa (α, 

β y endoquitinasa son proteínas de la levadura S. cerevisiae).  

De las ocho TvCRKs evaluadas TvCRK16, TvCRK51 y TvCRK96 interaccionan 

con TvCKS1 y TvCKS2. En todos los casos la interacción con TvCKS1 es más 

fuerte que con TvCKS2; sin embargo, se necesitan ensayos cuantitativos de la 

actividad de betagalactosidasa para corroborarlo. TvCRK16 y TvCRK51 muestran 

mayor interacción que la observada con TvCRK96 (ver figuras 19, 22 y 26). 

Observamos cualitativamente que la interacción de TvCRK16 con TvCKS1 es la 

más fuerte, ello pudiera significar que este complejo tiene más afinidad en la 

célula. 

No hay interacción de TvCKSs con TvCRK22, TvCRK40, TvCRK53 y TvCRK57 

(ver figuras 20, 21, 23 y 24).  
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Figura 19.- Interacción de TvCRK16 con TvCks1 y TvCks2 por doble híbrido. Diluciones 

seriadas de la cepa EGY48 cotransformada con TvCRK16 fusionada al dominio de unión a DNA 

(DBD) y con TvCKSs fusionadas al dominio activador (AD) y crecida en MM/Gal/Raf para evaluar 

la transcripción del gen LEU2; en MM pH7/Gal/Leu/X-Gal para evaluar la transcripción del gen 

lacZ y el medio MM pH7 Gal/X-Gal para evaluar la trancripción de ambos reporteros. 
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1. Control +  α/β 
 

2. Control  - α/endoquitinasa 
 

3. DBD-TvCRK22/AD-TvCKS1 
 

4. DBD-TvCRK22/AD-TvCKS2 
 

5. DBD-TvCRK22/AD-endoquitinasa 
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1. Control +  α/β 
 

2. Control  - α/endoquitinasa 
 

3. DBD-TvCRK40/AD-TvCKS1 
 

4. DBD-TvCRK40/AD-TvCKS2 
 

5. DBD-TvCRK40/AD-endoquitinasa 
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Figura 20.- Interacción de TvCRK22 con TvCks1 y TvCks2 por doble híbrido. Diluciones 

seriadas de la cepa EGY48 cotransformada con TvCRK22 fusionada al dominio de unión a DNA 

(DBD) y con TvCKSs fusionadas al dominio activador (AD) y crecida en MM/Gal/Raf para evaluar 

la transcripción del gen LEU2; en MM pH7/Gal/Leu/X-Gal para evaluar la transcripción del gen 

lacZ y el medio MM pH7 Gal/X-Gal para evaluar la trancripción de ambos reporteros. 

Figura 21.- Interacción de TvCRK40 con TvCks1 y TvCks2 por doble híbrido. Diluciones 

seriadas de la cepa EGY48 cotransformada con TvCRK40 fusionada al dominio de unión a DNA 

(DBD) y con TvCKSs fusionadas con el dominio activador (AD) y crecida en MM/Gal/Raf para 

evaluar la transcripción del gen LEU2; en MM pH7/Gal/Leu/X-Gal para evaluar la transcripción del 

gen lacZ y el medio MM pH7 Gal/X-Gal para evaluar la trancripción de ambos reporteros. 
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1. Control +  α/β 
 

2. DBD-TvCRK51/AD-TvCKS1 
 

3. DBD-TvCRK51/AD-TvCKS2 
 

4. DBD-TvCRK51/AD-endoquitinasa 
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1. Control +  α/β 
 

2. Control  - α/endoquitinasa 
 

3. DBD-TvCRK53/AD-TvCKS1 
 

4. DBD-TvCRK53/AD-TvCKS2 
 

5. DBD-TVCRK53/AD-endoquitinasa 

Figura 22.- Interacción de TvCRK51 con TvCks1 y TvCks2 por doble híbrido. Diluciones 

seriadas de la cepa EGY48 cotransformada con TvCRK51 fusionada al dominio de unión a DNA 

(DBD) y con TvCKSs fusionadas al dominio de activación (AD) y crecida en MM/Gal/Raf para 

evaluar la transcripción del gen LEU2; en MM pH7/Gal/Leu/X-Gal para evaluar la transcripción del 

gen lacZ y el medio MM pH7 Gal/X-Gal para evaluar la trancripción de ambos reporteros. 

Figura 23.- Interacción de TvCRK53 con TvCks1 y TvCks2 por doble híbrido. Diluciones 

seriadas de la cepa EGY48 cotransformada con TvCRK53 fusionada al dominio de unión a DNA y 

con TvCKSs fusionadas al dominio de activación (AD) y crecida en MM/Gal/Raf para evaluar la 

transcripción del gen LEU2; en MM pH7/Gal/Leu/X-Gal para evaluar la transcripción del gen lacZ y 

el medio MM pH7 Gal/X-Gal para evaluar la trancripción de ambos reporteros. 
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1. Control +  α/β 
 

2. Control  - α/endoquitinasa 
 

3. DBD-TvCRK57/AD-TvCKS1 
 

4. DBD-TvCRK57/AD-TvCKS2 
 

5. DBD-TvCRK57/AD-endoquitinasa 
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1. Control +  α/β 
 

2. Control  - α/endoquitinasa 
 

3. DBD-TvCRK59/AD-TvCKS1 
 

4. DBD-TvCRK59/AD-TvCKS2 
 

5. DBD-TvCRK59/AD-endoquitinasa 
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Figura 24.- Interacción de TvCRK57 con TvCks1 y TvCks2 por doble híbrido. Diluciones 

seriadas de la cepa EGY48 cotransformada con TvCRK57 fusionada con el dominio de unión a 

DNA (DBD) y TvCKSs fusionadas con el dominio de activación (AD) y crecida en MM/Gal/Raf 

para evaluar la transcripción del gen LEU2; en MM pH7/Gal/Leu/X-Gal para evaluar la 

transcripción del gen lacZ y el medio MM pH7 Gal/X-Gal para evaluar la trancripción de ambos 

reporteros. 

Figura 25.- Interacción de TvCRK59 con TvCks1 y TvCks2 por doble híbrido. Diluciones 

seriadas de la cepa EGY48 cotransformada con TvCRK59 fusionada con el dominio de unión a 

DNA y TvCKSs fusionadas con el dominio de activación (AD) y crecida en MM/Gal/Raf para 

evaluar la transcripción del gen LEU2; en MM pH7/Gal/Leu/X-Gal para evaluar la transcripción del 

gen lacZ y el medio MM pH7 Gal/X-Gal para evaluar la trancripción de ambos reporteros. 
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La tabla 4 y la figura 27 muestran en resumen los resultados de los ensayos de 

doble híbrido. De las cuatro TvCRK que interaccionaron con p13suc1, sólo 

TvCRK59 no interaccionó con las TvCKSs, posiblemente porque en TvCRK59 los 

aminoácidos involucrados en su unión a CKS no están tan conservados (ver figura 

28). 

 

Interacción p13suc1 TvCKS1 TvCKS2 
TvCRK 16       
TvCRK 22 X X X 
TvCRK 40 X X X 
TvCRK 51       
TvCRK 53 X X X 
TvCRK 57 X X X 
TvCRK 59   X X 
TvCRK 96       

 

Tabla 4. Interacciones entre TvCRKs y TvCKSs o p13suc1. TvCRK59 que interaccionó con 

p13suc1 acoplada a perlas de sefarosa, no interaccionó con ninguna TvCKS en ensayos de doble 

híbrido. 
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Figura 26.- Interacción de TvCRK96 con TvCks1 y TvCks2 por doble híbrido. Diluciones 

seriadas de la cepa EGY48 cotransformada con TvCRK96 fusionada al dominio de unión a DNA 

(DBD) y TvCKSs fusionadas al dominio de activación (AD) y crecida en MM/Gal/Raf para evaluar 

la transcripción del gen LEU2; en MM pH7/Gal/Leu/X-Gal para evaluar la transcripción del gen 

lacZ y el medio MM pH7 Gal/X-Gal para evaluar la trancripción de ambos reporteros. 
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                        1                                        2                                         3                                          4 
  

A       MM/Gal/Raff -Ura -His -Trp -Leu 

Control +  

                              TvCRK16                            TvCRK51                            TvCRK96                          TvCRK59 

ADTvCKS1 

ADTvCKS2 

Control - 

 

 B      MM/Gal/Xgal -Ura -His -Trp, pH 7 

Control + 

          TvCRK16                           TvCRK51                               TvCRK96                         TvCRK59 

ADTvCKS1 

ADTvCKS2 

Control - 

                   

C       MM/Gal/Xgal -Ura -His -Trp -Leu, pH 7 

 Control + 

                          TvCRK16                              TvCRK51                            TvCRK96                         TvCRK59 

ADTvCKS1 

ADTvCKS2 

Control - 

              

Figura 27. Interacción entre TvCKSs y TvCRK16, 51, 96 y 59. Diluciones seriadas de la cepa 

EGY48 cotransformada con TvCKSs fusionadas al dominio activador (AD) y TvCRKs fusionadas en 

el dominio de unión a DNA (DBD).  A, C: La expresión de LEU2 permite a las levaduras crecer en 

medio selectivo sin leucina. B, C: La expression de lacZ permite la degradación del sustrato  X-gal 

y las colonias de levaduras son azules. Columnas 1, 2 y 3: TvCRK16 y TvCRK51 interaccionan 

más fuerte con TvCKS1 yTvCKS2 que TvCRK96. Columna 4: TvCR59 no interacciona con las 

TvCKSs. Cualitativamente, los niveles de transcripción de LEU2 y lacZ son mayores para TvCKS1 

que para TvCKS2. 
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Figura 28. Aminoácidos de CDKs involucrados en la unión a CKSs. Los alineamientos indican 

que tres TvCRKs: 16, 51 y 96 tienen conservados los aminoácidos importantes para su unión a 

CDK, en la TvRK59 esos aminoácidos no son tan conservados. A) TvCRKs que interaccionan con 

TvCKSs. B) TvCRKs que no interaccionan con TvCKSs. En verde los aminoácidos que permiten la 

formación del complejo CDK-CKS. Hs. Homo s apiens, Sp. Schizosaccharomyces p ombe. Sc. 

Saccharomyces cerevisiae, TvCRK. CRK de Trichomonas vagnalis. Este análisis fue realizado por 

el M. C. Erick Amador Gaytán.   

 

Las tres TvCRKs que interaccionan con las dos CKS de T. vaginalis tienen gran 

similitud a Cdc2, a Cdc28 y a algunas CRK esenciales de protozoarios parásitos. 

Estas TvCRKs además presentan en el sitio esperado los aminoácidos para la 

fosforilación inhibitoria (Thr-14 y Tyr-15) y para la activadora (Thr-161) y el dominio 

PSTAIRE, sin embargo presenta algunos cambios con respecto al canónico (ver 

figura 29). 

 

 

 

 

 

A 

B 



70 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Esquema de similitud y aminoácidos importantes en las TvCRKs. A) Las TvCRKs 

tienen similitud con CRKs escenciales. Las TvCRK16, 51 y 96 se encuentran más relacionadas a 

las cinasas escenciales de otros organismos. Tb. Trypanosoma br ucei, Tz. Trypanosoma c ruzi, 

Lmm. Leishmania m exicana, Hs. Homo s apiens, Sp. Schizosaccharomyces pom be. Sc. 

Saccharomyces ce revisiae, TvCRK. CRK de Trichomonas vagnalis. B) Las ocho TvCRKs 

estudiadas en el lab conservan algunos aminoácidos que son importantes para su actividad. Análisis 

realizado por el M. en C. Erick Amador Gaytán. 

 

6.6  La fusión de TvCKS1 y TvCKS2 a un dominio de unión a DNA es capaz 
de activar la transcripción de dos genes reporteros de un sistema de 
doble híbrido.  

Inicialmente se planteó la posibilidad de que las dos CKS de T. vaginalis pudieran 

interaccionar entre ellas y formar heterodímeros; se diseñaron experimentos de 

doble híbrido que nos permitieran evaluar esas interacciones. Ambas proteínas se 

subclonaron en el vector pEG202 para realizar las fusiones con el dominio de 

unión a DNA y se utilizaron las clonas anteriormente obtenidas en pJG4-5 que 

tienen la fusiones con el dominio activador. Los ensayos se realizaron siguiendo la 

misma estrategia que para las interacciones con TvCRKS. 

Las combinaciones DBD-TvCKS1/AD-TvCKS1, DBD-TvCKS2/AD-TvCKS2,  DBD-

TvCKS1/AD-TvCKS2, y los controles negativos: DBD-TvCKS1/AD-endoquitinasa y 

DBD-TvCKS2/AD-endoquitinasa activaron la transcripción de los reporteros (ver 

figuras 30 y 31); sin embargo las combinaciones DBD-endoquitinasa/AD-TvCKS1 y 

TvCRK PSTAIRE T14 Y15 T161 

16 PPTSIRE GEGTYSVV RNYTHEV 

22 PQNTIRE GDGTYGSV GRYSDSV 

40 PSTLLRE GEGSYGVV RPYTKGV 

51 PPTSVRE GEGTYGAV RAYTKDV 

53 PSTAIRE GQGTYGVV DSLSTEV 

57 PVNTVRE GLGTYGKV IKYTYNV 

59 SSTTMRE GAGTYGMV QQYTENI 

96 PVTALRE GEGTYGVV RQYTHEV 

A B 
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DBD-endoquitinasa/AD-TvCKS2 no activan la transcripción, lo que sugería que las 

TvCKS fusionadas al dominio de unión a DNA podrían activar la transcripción, ya 

sea por interacción directa con el domino activador, o porque fuesen capaces de 

reclutar la maquinaria transcripcional, a través de su unión con otras proteínas. 
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(DBD) y TvCKSs fusionadas al dominio de activación (AD) y crecida en MM/Gal/Raf para evaluar la 

transcripción del gen LEU2; en MM pH7/Gal/Leu/X-Gal para evaluar la transcripción del gen lacZ y 

el medio MM pH7 Gal/X-Gal para evaluar la trancripción de ambos reporteros. 
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Figura 30.- Interacción de TvCKS1 con TvCKS1 y TvCKS2 por doble híbrido. Diluciones 

seriadas de la cepa EGY48 cotransformada con TvCKS1 fusionada al dominio de unión a DNA 

(DBD) y TvCKSs fusionadas al dominio de activación (AD) y crecida en MM/Gal/Raf para evaluar 

la transcripción del gen LEU2; en MM pH7/Gal/Leu/X-Gal para evaluar la transcripción del gen 

lacZ y el medio MM pH7 Gal/X-Gal para evaluar la trancripción de ambos reporteros.  
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Figura 31.- Interacción de TvCKS2 con TvCKS1 y TvCKS2 por doble híbrido. Diluciones 

seriadas de la cepa EGY48 cotransformada con TvCKS2 fusionada al dominio de unión a DNA 

(DBD) y TvCKSs fusionadas al dominio de activación (AD) y crecida en MM/Gal/Raf para evaluar 

la transcripción del gen LEU2; en MM pH7/Gal/Leu/X-Gal para evaluar la transcripción del gen 

lacZ y el medio MM pH7 Gal/X-Gal para evaluar la trancripción de ambos reporteros.   

  100 10-1 10-2 10-3        100 10-110-2 10-3          100 10-110-210-3    
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Para comprobar lo anterior se repitieron los ensayos utilizando como controles 

combinaciones de las TvCKS con los vectores pEG202 y JG4-5 vacíos; las 

levaduras con DBD-TvCKS1 ó 2/ pJG4-5, crecen y muestran coloración azul (ver 

figuras 32 y 33). Por otra parte, se transformaron las levaduras únicamente con las 

fusiones DBD-TvCKS y se demostró que las TvCKS pueden por sí solas activar la 

transcripción de los genes LEU2 y LACZ, siempre y cuando estén fusionadas al 

dominio de unión a DNA LexA. En la caja que no tiene triptófano, no se observa 

crecimiento pues las levaduras necesitan Triptófano ya que no fueron 

transformadas con el vector pJG4-5 que lleva la auxotrofía para ese aminoácido 

(ver figura 34). 
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Figura 32.- Interacción  de TvCKS1 con el dominio de unión a DNA y con el dominio 
activador del sistema de doble  híbrido. Diluciones seriadas de la cepa EGY48 

cotransformada con TvCKS1 fusionada al dominio de unión a DNA (DBD) y al dominio de 

activación (AD) y crecida en MM/Gal/Raf para evaluar la transcripción del gen LEU2; en MM 

pH7/Gal/Leu/X-Gal para evaluar la transcripción del gen lacZ y el medio MM pH7 Gal/X-Gal 

para evaluar la trancripción de ambos reporteros. El DBD se encuentra en el vector pEG202  y 

el AD se encuentra en el vector pJG4-5. 
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Figura 34. Proteínas TvCKS activan la transcripción por unirse a operadores lexA, a través 
de un dominio de unión a DNA (DBD). A, C: Las fusiones DBD-TvCKS1 y DBD-TvCKS2 son 

suficientes para activar la transcripción de LEU2. B, C: DBD-TvCKS1 y DBD-TvCKS2 activan la 

transcripción de lacZ. Las levaduras no expresan TRP por lo tanto no crecen si su medio no 

contiene triptófano. Cualitativamente se observó mayor transcripción con TvCKS1 que con 

TvCKS2. E, proteína endoquitinasa. 
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Figura 33.- Interacción de TvCKS2 con el dominio de unión a DNA y el dominio de 
activación del sistema de doble híbrido. Diluciones seriadas de la cepa EGY48 

cotransformada con TvCKS2 fusionada al dominio de unión a DNA (DBD) y al dominio de 

activación (AD) y crecida en MM/Gal/Raf para evaluar la transcripción del gen LEU2; en MM 

pH7/Gal/Leu/X-Gal para evaluar la transcripción del gen lacZ y el medio MM pH7 Gal/X-Gal 

para evaluar la trancripción de ambos reporteros. El DBD se encuentra en el vector pEG202  

y el AD se encuentra en el vector pJG4-5. 
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7. DISCUSIÓN 

 
T. vaginalis es un protozoario parásito de divergencia evolutiva temprana, que se 

transmite sexualmente e infecta el tracto urogenital de millones de individuos en el 

mundo ocasionando Trichomonosis. Se desconocen las proteínas encargadas de 

regular el ciclo celular de este organismo. Sólo se describió una CRK con similitud 

a Cdc28 en este parásito (Riley et al., 1993); no obstante, se identificaron en su 

genoma, genes que codifican para CRKs de mayor similitud, además de ciclinas. 

Las CKSs se encargan de regular la actividad de CDKs de ciclo celular y regulan 

principalmente la transición G2/M. Las levaduras tienen una CKS mientras que los 

metazoarios tienen dos. La CKS de Leishmania m exicana, la de Tripanosoma 

cruzi y las de H. sapiens son pequeñas y son capaces de complementar la función 

de p13suc1 de S. po mbe y CKS1 de S. c erevisiae, que son las proteínas más 

grandes del grupo, lo que demuestra la función conservada de estas proteínas en 

organismos filogenéticamente distantes (Pines, 1996, Mottram y Grant, 1996 y 

Muñoz et al., 2006). 

Las CKSs de humano son las más estudiadas y tienen similitudes y diferencias 

funcionales. La HsCKS1 forma predominantemente monómeros, se une a SKP2 

(una proteína que forma parte de un complejo ubiquitinador, SFC). Su mRNA se 

incrementa mucho más en la transición G2 a M y su expresión se altera por acción 

de p53; mientras que HsCKS2 forma además de monómeros, dímeros y 

hexámeros, no interacciona con SKP2, se incrementa menos que la HsCKS1 en 

G2 a M y no se afecta por la expresión de p53 (Krishnan et al., 2010). La relación 

entre CKS1 y SKP2 en el humano es muy importante ya que la desregulación de 

la expresión de estas proteínas permite el desarrollo de diversos tipos de cáncer 

(Khattar y Thottassery, 2013).  

En D. melanogaster la presencia de la Cks85A (CKS1) no compensa las funciones 

de Cks30A (CKS2) y las funciones de ambas proteínas no se sobrelapan. La 

CKS1 mantiene la viabilidad celular y la ploidía de las células mitóticas, su 

comportamiento es similar al de la HsCKS1 de Humano, pues ambas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mottram%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8670159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grant%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8670159
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interaccionan con SKP2 que forma parte del complejo SCF utilizado para 

ubiquitinar proteínas que deben ser degradadas (Ghorbani et al., 2011). La CKS2 

está implicada en el correcto ensamblaje del huso en la meiosis de embriones 

hembra, igual que la CKS1 de C. elegans que también afecta la meiosis, además 

de propiciar la correcta degradación de la ciclina B. La CKS2 de D. melanogaster 

también regula los niveles de CycA a través de un adaptador específico de la línea 

germinal de las hembras, CDC20-cortex, para el complejo promotor de la anafase, 

APC (Pearson et al., 2005 y Swan et al., 2005).  

En T. v aginalis se encontraron dos proteínas CKSs como en los metazoarios, 

hasta el momento no se reporta otro protozoario con dos CKSs. TvCKS1 y 

TvCKS2 tienen mayor identidad (>50%) y similitud (>70%) con la HsCKS2. En 

este trabajo se identificaron los genes que codifican para TvCKSs y se clonaron 

los ORF para caracterizar las proteínas in vitro.  

Se demostró que los genes tvcks se transcriben a mRNA y su extremo 3´UTR es 

más grande en comparación con el promedio descrito para los mRNAs de T. 

vaginalis. El gen tvcks1 se poliadenila en distintos sitios, originando una variación 

en el tamaño del extremo 3´, mientras que el gen tvcks2 se poliadenila en un sitio 

particular y su extremo 3´ tiene menos nucleótidos que el del gen tvcks1. Las 

secuencias de los extremos 5´y 3´UTR de los mRNA eucariontes son importantes 

para iniciar su traducción (Lodish et al., 2000). La cola de adeninas participa en 

mecanismos reguladores tales como: estabilidad del mRNA, exporte del mRNA del 

núcleo al citoplasma e inicio de la traducción (Fuentes et al., 2012). La expresión 

periódica de proteínas es una característica esencial del ciclo celular eucarionte y 

puede ser controlada en distintos niveles: transcripción, estabilidad del mRNA, 

traducción y estabilidad de la proteína (Doerig et al., 2000). Es posible entonces 

que la diferencia en el procesamiento de los transcritos de tvcks esté involucrada 

en el control de su expresión a nivel proteíco y que a su vez pudiese regular el 

ciclo celular del protozoario.  

Una de las características de las proteínas CKS es la formación de dímeros, las 

CKSs se unen a las CDKs sólo en forma de monómero, por lo que varios autores 
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consideran que el equilibrio entre monómeros y dímeros de estas proteínas podría 

afectar la regulación del ciclo celular in vi vo (Morris et al., 1998, Bourne et al., 

2000, Balog et al., 2011, Parge et al., 1993 y Bader et al., 2006). Los dímeros de 

las CKSs de S. pom be, L. m exicana y T. c ruzi soportan las condiciones 

desnaturalizantes de un SDS-PAGE, ello puede deberse a interacciones 

hidrofóbicas fuertes. En los Western blot que detectan la CKS de L. mexicana y la 

de T. c ruzi, se observa una proporción de monómero similar a la proporción de 

dímero (Ducommun et al., 1991, Mottram y Grant et al., 2006, Muñoz et al., 2006, 

Natarajan et al., 1999).  

En un Western blot observamos el mónomero y el posible dímero de TvCKS1, 

para TvCKS2 sólo se detectó el monómero. Se necesitan más experimentos para 

comprobar la capacidad de dimerización de la TvCKS1, y para determinar si 

TvCKS2 puede o no formar dímeros.  

No se observó la misma proporción de monómero que del posible dímero de 

TvCKS1 en el Western blot y creemos que se debe a que las estructuras teóricas 

de las TvCKSs son similares a las de las proteínas humanas y se reporta que las 

CKSs humanas dimerizan débilmente en comparación con las CKSs de levaduras 

(Seeliger et al., 2002, Seeliger et al., 2005). 

Se sabe que el plegamiento del motivo de dimerización HXPEPH de las CKSs 

(también llamada región bisagra) (Bourne et al., 1995) da como resultado 

conformaciones dramáticamente diferentes de la hoja β4, lo que ocasiona la 

formación de monómeros o dímeros (Arvai et al., 1995). Aun cuando ambas 

HsCKS1 y HsCKS2 tienen el motivo HXPEPH y son 81% idénticas, la región 

bisagra de HsCKS1 está en una conformación cerrada lo que no permite un 

intercambio de la bisagra β entre monómeros y dificulta la formación del dímero, 

por lo tanto esta proteína se presenta principalmente en forma de monómero, en 

cambio en la HsCKS2 la conformación de la bisagra está extendida y favorece el 

dímero intercambiado (Arvai et al., 1995, Bourne et al., 1996). Esto podría suceder 

con las TvCKSs de T. vaginalis, las dos proteínas tienen el motivo de dimerización 

HXPEPN en lugar de HXPEPH y el cambio de la última histidina por asparagina es 
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un cambio conservado que muy posiblemente no afecta la dimerización. Si 

comprobaramos que TvCKS1 principalmente forma dímeros y TvCKS2 

mónomeros, sería posible que existiera algún cambio estructural que fuera la 

causa de las diferencias que observamos en el Western Blot. TvCKS1 es la que 

tiene mayor similitud a HsCKS2 y es posible que por ello se detectara el dímero, 

mientras que TvCKS2 podría tener un comportamiento análogo a HsCKS1 que se 

encuentra principalmente en conformación monomérica.  

Además del posible dímero de 24 kDa, en los ensayos de Western blot de las 

muestras de TvCKS1 se detectó una tercera banda con un peso menor a 40 kDa, 

pudiera ser que TvCKS1 tenga otras conformaciones como la HsCKS2, la cual 

puede formar hexámeros y dentro de éstos se han visto interaccionar tres 

subunidades de CKS (Arvai et al., 1995). 

Los monómeros de CKSs interaccionan con el extremo carboxilo de CDKs en una 

relación 1:1 (Ducommun et al., 1991 y Bourne et al., 1996) y regulan su actividad 

pos-traduccionalmente (Pines, 1996, Krishnan et al., 2010 y Khattar y Thottassery, 

2013). Aminoácidos en los extremos amino y carboxilo de la CDK son importantes 

para la unión con CKSs. En la CKS los aminoácidos involucrados en la formación 

del complejo forman parte del cluster hidrofóbico (Ducommun et al., 1991 y Morris 

et al., 1998), algunos interaccionan directamente con las CDKs y otros ayudan a 

establecer una conformación adecuada que permite la formación del complejo. El 

análisis in s ilico de las TvCKSs indica que los aminoácidos involucrados en la 

interacción con CDKs están conservados. 

Mediante ensayos de doble híbrido se pudo comprobar que las TvCKS son 

capaces de interaccionar con tres CRKs de T. v aginalis: TvCRK16, TvCRK51 y 

TvCRK96, pero no sabemos si regulan su actividad de cinasa. Las CKSs tienen 

cierta especificidad de unión por CDKs esenciales, pero también llegan a 

interaccionar con CDKs involucradas en la transición G1/S (Krishnan et al., 2010 y 

Khattar y Thottassery, 2013). La CKS de T. cruzi interacciona con CRK1 y CRK3 y 

la CKS de L. mexicana con CRK1 y SBCRK (Mottram y Grant, 1996 y Muñoz et 

al., 2006). Las TvCRKs  que interaccionan con TvCKSs tienen gran similitud a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mottram%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8670159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grant%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8670159
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Cdc2, Cdc28 (en levaduras) y a CDKs esenciales de protozoarios parásitos, a 

pesar de ello no son capaces de complementar una mutante de Cdc28 de S. 

cerevisiae, pero si tienen actividad de cinasa; la fase del ciclo en la que actúan 

está por caracterizarse (datos de nuestro laboratorio).   

Cualitativamente se observó que la interacción de TvCKS1 con tres de las ocho 

CRKs de T. v aginalis que fueron analizadas es más fuerte comparada con 

TvCKS2, sin embargo, ensayos de la actividad de beta galactosidasa indican que 

sólo hay una diferencia considerable entre las TvCKSs cuando interaccionan con 

la TvCRK16, ello podría deberse a los dos cambios en los aminoácidos de unión a 

cinasas que tiene la TvCKS2 (Ile-7 y Thr-23) y/o a las características de la 

TvCRK16 (López K. y Amador E.). 

La interacción más fuerte se observa entre TvCRK16 y TvCKS1, estrictamente las 

diferencias en afinidad con las otras TvCRKs pueden ocurrir de forma diferente 

durante el ciclo celular de T. v aginalis, sin embargo, in v itro la especificidad de 

unión entre CDK y CKS es alta. Las proteínas p13suc1 y HsCKS1 se unen a Cdc2 

y CDK2 fuertemente y a CDK3 débilmente (Dunphy et al., 1988, Meyerson et al., 

1992 y Hannon et al., 1993). La CKS1 de D. m elanogaster interacciona 

fuertemente con CDK1 y CDK2, mientras que la CKS2 interacciona menos con 

CDK1 y débilmente con CDK2, además en las co-inmunoprecipitaciones se 

detectan las ciclinas A, B y B3 con CKS1 y bajos niveles de CycB y CycB3 con 

CKS2 (Swan et al., 2005). Dado que TvCKR16 no complementa mutantes de 

levadura nos hace falta información para saber si esta CRK es de tipo CDK1 

(mitótica) o de tipo CDK2 (de fase S).  

Gracias a que las CKSs tienen gran afinidad in v itro por sus contrapartes CDKs 

(Dunphy et al., 1988), han funcionado como carnadas para purificar y caracterizar 

complejos CDK/CYC. La proteína recombinante p13suc1 ha sido explotada 

ampliamente y ha permitido la identificación de esos complejos en distintas 

especies (Brizuela et al., 1987, Dunphy et al., 1988, Labbé et al., 1989, Pondaven 

et al., 1990 y Hershko, 2005). CKS1At permitió la identificación de dos CDK de A. 

thaliana mediante ensayos de doble híbrido (Boudolf  et al., 2001).  
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De las ocho TvCRKs utilizadas en el ensayo de doble híbrido, cuatro (TvCRK16, 

TvCRK51, TvCRK57, TvCRK59 y TvCRK96) interaccionan con p13suc1 acoplada 

a perlas de sefarosa (Amador E.), de estas, sólo TvCRK59 no interaccionó con 

TvCKS1 y TvCKS2. Tanto p13suc1 como HsCKS1 interaccionan con Cdc2, CDK2 

y CDK3 (Meyerson et al., 1992 y Hannon et al., 1993), sin embargo, en T. brucei 

se detectaron a las CRK1, CRK2 y CRK3 utilizando resina acoplada a CKS1 de L. 

mexicana y sólo la CRK3 también fue detectada con resina acoplada a p13suc1 

de S. po mbe (Van Hellemond et al., 2000). Lo anterior demuestra que puede 

existir cierta especificidad entre las proteínas de especies relacionadas. Además el 

análisis de los aminoácidos de las TvCRKs necesarios para su unión a CKS indica 

que TvCRK59 presenta algunas diferencias.   

Los inhibidores del microtúbulo: colchicina y nocodazol afectan las fases G2 y M 

de T. v aginalis, mientras que los inhibidores de G1/S hidroxiurea, afidicolina y 

timidina no tienen efecto en este protozoario, además de que este parásito tiene 

una fase G2 dominante como S. pombe. Se sugiere entonces que las fases G2 y 

M son iguales a las de levaduras (S. po mbre) y vertebrados (Riley, 1994). En 

levaduras y vertebrados como X. la evis la CKS tiene un papel crucial en la 

transición G2/M, en el transcurso de la fase M y en la salida de M, mientras que en 

vertebrados mamíferos su función principal es para que la transición G1/S se lleve 

a cabo adecuadamente. En S. c erevisiae la CKS también interacciona con 

complejos CDK/CYC de la transición G1/S (Hayles et al., 1986b, Hadwiger et al., 

1989, Tang y Reed, 1993, Reynard et al., 2000, Patra y Dunphy, 1996 y Krishnan 

et al., 2010). Por lo tanto no podemos descartar la posibilidad de que las TvCKSs 

actúen de distintas maneras en varias fases del ciclo celular.  

La correcta progresión del ciclo celular requiere la proteólisis de ciclinas e 

inhibidores de CDKs, estas proteínas deben ser ubiquitinadas para ser 

reconocidas por el proteosoma, que es la maquinaria encargada de degradarlas. 

En S. c erevisiae el final de la mitosis se caracteriza por la degradación del 

inhibidor Pds1 y de la ciclina Clb2, en X. le avis se degrada la ciclina B y estas 

proteínas se ubiquitinan por el complejo APC (Muñoz, 2006, Patra y Dunphy, 
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1996, Glotzer et al., 1991 y Kaiser et al., 1999). La CKS1 de S. cerevisiae disocia 

a Cdc28 de la región promotora de CDC20 (activador del complejo APC), a su vez 

Cdc28 interacciona con las subunidades Rpt1 y Pre1 del proteosoma y recluta a 

este a la región promotora de CDC20, lo cual facilita el remodelamiento de 

complejos transcripcionales acoplados al promotor; este evento es crucial para 

que el APC se active y ubiquitine a los componentes que deben ser eliminados 

(Morris et al., 2013). Una proteína con acción parecida a Cdc20 fue identificada en 

D. melanogaster (Swan et al., 2005). En el genoma de T. vaginalis se encontraron 

proteínas putativas del proteosoma 26S y aparecen proteínas con poca similitud a 

los componentes del complejo APC.  

En H. s apiens la HsCKS1 regula la degradación proteosomal del inhibidor de 

CDK2/CYCE,A; p27, el cual debe ser eliminado para la correcta transición G1/S. 

HsCKS1 facilita la interacción de p27 con SKP2, proteína que forma parte del 

complejo SFC, el cual es el encargado de ubiquitinar al inhibidor para degradarlo a 

través del proteasoma. Se han identificado los aminoácidos de HsCKS1 

involucrados en la unión a SKP2: Ala-29, Leu-31, Ser-41 y Asn-45; la HsCKS2 no 

es capaz de realizar esta función y tiene otros aminoácidos en esas posiciones 

(Khattar y Thottassery, 2013). La proteína SKP2 de levaduras no interacciona con 

CKS1, sin embargo, tienen un inhibidor con homología a p27; Sic1, el cual tiene un 

sitio de múltiple fosforilación dependiente de CKS1 (Kõivomägi et al., 2013). Las 

proteínas de T. v aginalis tampoco conservan los aminoácidos que interaccionan 

con SKP2, lo que concuerda con la gran similitud que tienen éstas proteínas con la 

HsCKS2 de humano (tabla 3 y figura 9).  

Recientemente la CKS1 de S. cerevisiae ha sido implicada en regulación 

transcripcional, además de su relación con el control del ciclo celular (por ejemplo, 

la activación transcripcional de CDC20 descrita arriba). Los complejos CDK/CYC 

también han sido involucrados en diversos procesos celulares además del control 

del ciclo celular, tales como: regulación de transcripción, traducción y 

procesamiento de mRNA  (Revisado en Kitsios y Doonan,  2011). S. c erevisiae  

tiene complejos CDK/CYC que actúan a nivel de transcripción (Malumbres, 2011). 



81 
 

El proteosoma 26S se compone de dos subunidades: la subunidad reguladora 19S 

y la subunidad proteolítica 20S, la primera está involucrada en transcripción. Paf1 

(factor I asociado a la polimerasa II) es un complejo que se compone de varias 

proteínas, entre ellas Rtf1, y sirve de plataforma para el ensamblaje de diversos 

factores que facilitan el movimiento de la RNA polimerasa II a lo largo de la 

cromatina durante la elongación transcripcional. CKS1 interacciona directamente 

con Rftf1 y la recluta al gen GAL1, por otro lado la CKS1 interacciona con el 

proteosoma 19S y también lo recluta a las regiones codificantes de GAL1, 

activando su eficiente transcripción (Pan et al., 2013). Los mecanismos exactos 

por los cuales se da esa activación se desconocen pero se cree que están 

relacionados con una reducción de la densidad de los nucleosomas sobre la 

cromatina, acción que se ejerce gracias a la unión de CDK1, de CKS1 y del 

proteosoma 19S con el amino terminal de la histona H4 (Chaves et al., 2010). Se 

reporta que un 25% del genoma de S. c erevisiae se transcribe gracias a la 

participación de Cdc28, CKS1 y la subunidad 19S del proteosoma (Yu et al, 2005). 

Quisimos evaluar la formación de heterodímeros TvCKS1/TvCKS2 de T. vaginalis, 

sin embargo, esto no fue posible dado que la clonación de las proteínas en el 

vector con dominio de unión a DNA es suficiente para la activación transcripcional 

de los genes reporteros LEU2 y LacZ. Se comprobó que las proteínas TvCKSs 

son las responsables de esa activación y no una interacción directa de éstas con 

el dominio activador incluído en el vector pJG4-5. No sabemos de qué manera las 

TvCKSs reclutan y/o interaccionan con la maquinaria transcripcional de la cepa 

EGY48 de S. cerevisiae o si existen otras proteínas involucradas que permitan que 

los genes reporteros se transcriban. 

Con TvCKS1 hubó una activación transcripcional mayor que con TvCKS2. Se ha 

fusionado la CKS1 de S. cerevisiae al dominio de unión a DNA Gal4DBD, el cual 

reconoce la secuencia GAL1UAS y activa el promotor del gen GAL1UAS-HIS3, 

tras ello, el dominio de unión a ubiquitina de CKS1 permite el reconocimiento de 

subunidades del proteosoma ubiquitinadas (Holic et al., 2010). Ese reporte no da 

evidencias de cuál es la participación del proteosoma. El dominio de unión a 
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ubiquitina de CKS1 está compuesto de la Ser-56 a la Val-63, y cae dentro de la 

inserción de 9 aminoácidos que no está presente en otros organismos como T. 

vaginalis. 

Es posible que las TvCKSs puedan interaccionar con la cinasa Cdc28 de S. 

cerevisiae y/o con el proteosoma para desencadenar mecanismos activadores de 

la transcripción de los genes reporteros de la cepa EGY48. No sabemos si esa 

función sea utilizada también por T. vaginalis, pues los protozoarios parásitos son 

distantes filogenéticamente de las levaduras, pero sería interesante explorar esa 

posibilidad (Sogin, 1991, Embley  y Hirt, 1998 y Doerig et al., 2000).  
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8. CONCLUSIONES 
 

- Se identificaron dos genes que codifican para dos proteínas CKS en T. 

vaginalis, ambos se transcriben a mRNA y los 3´UTR de estos tienen un 

tamaño mayor en comparación con la mayoría de mRNAs de T. vaginalis. 

El extremo 3´UTR del gen tvcks1 tiene un patrón de poliadenilación 

heterogéneo en comparación con el del gen tvcks2.  

- Se detectó un posible dímero de la proteína recombinante TvCKS1 

mediante una electroforesis con menor concentración de SDS y western 

blot con HisProbe-HRP. 

- Ambas TvCKSs interaccionan con tres TvCRKs putativas, TvCKS1 tiene 

mayor interacción con TvCRK16.  

- Se observó in v itro que se activó la transcripción de los genes reporteros 

LACZ y LEU2 cuando se fusionó a las TvCKSs a un dominio de unión a 

DNA de un sistema de doble híbrido.   

- La evidencia presentada en este proyecto demuestra que las proteínas 

codificadas por los genes tvcks se comportan de manera diferente, tanto en 

su posible dimerización, como en su interacción con TvCRKs, por lo que 

podrían llevar a cabo funciones disímiles en la regulación de la actividad de 

las CRKs del  ciclo celular de T. v aginalis e incluso podrían estar 

involucradas en mecanismos de regulación de la activación transcripcional.  
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10. APÉNDICES 

 

APENDICE I 

OLIGONUCLEÓTIDOS PARA REACCIONES DE PCR 

Nombre pb Tm 
°C 

Secuencia 

AUAPB 26 61 5’ GGATCCGGCCACGCGTCGACTAGTAC 3´ 
AP 37 56 5’ GGCCACGCGTCGACTAGTACT(T)16 3’ 
Cks1-S.cerevisiae-EcoRI-F 31 69.7 5´CATAGAATTCATGTACCATCACTATCACGCC 3´ 
Cks2-S.cerevisiae-Xho-R 31 69.7 5´ TATACTCGAGCTAGGAGATTTGGGGTGGAAC 3´ 
p13suc1-20-Kpn-F 33 71.3 5´ TATAGGTACCAGTGTTGACGATATCAGGTACTC 3´ 
p13suc1-20-EcoRI-F 34 70.4 5´ CATAGAATTCATGAGTGTTGACGATATCAGGTAC 3´ 
p13suc1-60-Kpn-F 35 71.4 5´ CATAGGTACCAGTGTTGACGAGATTATATACTCAG 3’ 
p13suc1-60-EcoRI-F      36 69.7 5´ CATAGAATTCATGAGTGTTGACGAGATTATATACTC 3’ 
p13suc1-Hind-R 36 69.7 5´ TATCAAGCTTTTAAAGGGCATCTTTAGGAACATTTC 3´ 
p13suc1-Xho-R 36 72.1 5´ TATCCTCGAGTTAAAGGGCATCTTTAGGAACATTTC 3´ 
Tvp13suc1nested 17 49.9 5´ GAAGAAGAATGGAGAGC 3’ 
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APÉNDICE II 

REACTIVOS 

 
Células competentes  
 
100 ml de Buffer TB: 
Pipes      0.30 g 
CaCl2·2H20   0.22 g 
KCl               1.86 g 
*Ajustar el pH a 6.7 con KOH y adicionar 1.09 g de MnCl2, filtrar y almacenar a 
4°C. 

 
Purificación de plásmidos 
 
Solución 1 
Glucosa 50mM 
Tris 25mM pH 8 
EDTA 10 mM pH8 
 
Solución 2  
(Se prepara al momento) 
NaOH 0.2 N 
SDS 1% 
 
Solución 3 
60 ml de Acetato de Potasio 5M 
11.5 ml de Ácido Acético Glacial       
28.5 ml de agua bidestilada 
 
Buffer TE: Tris 10 mM pH 7.4 + EDTA 0.2 mM pH7.4  
* Esterilizar por autoclave. 
 
Stock TE RNAsa 3.3mg/ml    Final 0.02 mg/ml 
*Resuspender el volumen necesario de RNAsa en buffer TE. 
 
 
Transformación de bacterias  
 
Stock Ampicilina,  100mg/ml. Concentración final en el medio100 µg/ml 
Stock Kanamicina,  50mg/ml. Concentración final en el medio  50 µg/ml 
*Se diluye el antibiótico en agua estéril y se filtra con membrana de 0.22 µm. 
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Transformación de levaduras 
 
Acetato de litio 1 M  PM. 102.02 
* Disolver en agua, aforar y esterilizar por filtración con membrana de 0.22 µm. 
 
Buffer TE pH 7.5 

- Tris HCl 10 mM, pH 7.5 

- EDTA 1 mM, pH 8.0 

* Preparar a partir de los stocks y esterilizar en autoclave. 

DNA de esperma de salmón, 10 mg/ml 
* Ver protocolo de preparación: Invitrogen cat. no. 15632-011) 
 
PEG 4,000 al 40% en agua bidestilada 
* Disolver en la mitad de volumen final, aforar y filtrar a través de una membrana 
de 0.22 µm. 
 
X-Gal 
* Disolver en la mitad de volumen final, aforar y filtrar a través de una membrana 
de 0.22 µm. 
 
 
 
Purificación de proteínas 
 

 
SDS-PAGE semi-desnaturalizante 
 
Stock Acrilamida 30% (100 ml) (19:1) 
Acrilamida 30%.......... 30 g 
Bis-acrilamida 0.8%.... 0.8 g 
 
 
 
 
 
 

Buffer de Lisis 
 
NaH2PO4                      50 mM 
NaCl                    300 mM 
Imidazole pH 8      10 mM  
Lisozima              1 mg/ml 
Benzonasa          25 U/ml 
 

Buffer de Lavado 
 
NaH2PO4                      50 mM 
NaCl                    300 mM 
Imidazole pH 8      20 mM  
 

Buffer de Elución 
 
NaH2PO4                      50 mM 
NaCl                    300 mM 
Imidazole pH 8    250 mM  
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Gel separador 15% (2 geles) 
 
  2.5 ml   Buffer inferior            
     5 ml   Stock de Acrilamida  
2.39 ml   Agua 
  100 µl   Persulfato de Amonio al 10% 
    10 µl   TEMED 
 

Gel concentrador 4% (2 geles) 
 
  1.25 ml  Buffer superior  
0.650 ml  Stock de Acrilamida 
3.045 ml  Agua 
     50 µl   Persulfato de Amonio al 10% 
       5 µl   TEMED 
 
 
 
 

Buffer de muestra 5X  
 
 400  µl   Tris-HCl  1.25 M pH 6.8 
 500  µl   SDS 10% 
 800  µl   Glicerol  
2900 µl   Agua estéril 
 400  µl   2-mercaptoethanol  
              Azul de bromofenol 
 

Buffer de corrida pH 8.3 
 
25   mM  Tris 
192 mM  Glicina 
0.05%     SDS 
 

 
 
Transferencia y Western Blot 
 
Buffer de transferencia  
 840 mg Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 
 318 mg Carbonato de sodio (NaCO3) 
 200 ml Metanol                     
* Aforar a 1000 ml 
 
Buffer TTBS-Tween  
20   mM TrisHCl 
500 mM NaCl  
0.05% (w/v) Tween 20 
  



95 
 

APÉNDICE III 

MEDIOS DE CULTIVO 

 
Para bacterias 
 
Medio Luria Bertani (LB) 
      Líquido  Sólido 
Peptona     10 g   10 g 
Extracto de levadura     5 g     5 g 
NaCl        5 g     5 g 
NaOH 10 M     0.3 ml   0.3 ml 
Tris 1 M pH 8              10 ml   10 ml  
Agar      ---   15 g 
Agua bd, c.b.p.    1 L   1 L 
 
 
Para levaduras 
 
Stock de Galactosa al 20%  Final: 10 ml del stock por cada 100 ml de medio. 
Stock de Rafinosa al 10%    Final:   2 ml del stock por cada 100 ml de medio. 
*  Disolver en agua, aforar y esterilizar por filtración con membrana de 0.22 µm. 
 
Buffer de fosfato a pH 7 
1. Fosfato de potasio dibásico (K2HPO4) PM 174.18 
Para 500 ml 50 mM pH 7 pesar 4.35 g y disolver en 400 ml de H2Od. 
2. Fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) PM 136.09 
Para 50 ml 500 mM pesar 3.4 g disolver en H2Od y llevar a 50 ml. 
* Con el fosfato de potasio monobásico 500 mM (paso 2) ajustar el pH a 7 del 
fosfato de potasio dibásico (paso 1). Se utilizan aproximadamente 30 ml, una vez 
en pH 7 llevar a 500 ml. 
 
 
Medio rico (YPD) 
      Líquido  Sólido 
Extracto de levadura   10 g   10 g 
Peptona     20 g   20 g 
Dextrosa anhidra    20 g   20 g 
Agar      ---   20 g 
Agua bd, c.b.p.     1 L   1 L 
* Disolver los ingredientes en agua bidestilada y esterilizar en autoclave.  
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Medio mínimo (MM) 
      Líquido  Sólido 
YNB w/o aminoacids   10 g   10 g 
Dextrosa anhidra    20 g   20 g 
Nutrientes adicionales  (ver tabla de nutrientes adicionales) 
Agar      ---   25 g 
Agua bd, c.b.p.    1 L   1 L 
 

 

Nutriente Concentración stock 
(g/100 ml) 

Volumen (ml) del 
stock para 1 L de 

medio mínimo 

Concentración 
final en medio 
mínimo (mg/L) 

Adenina 0.2 10 20 
Uracilo 0.2 10 20 

L-Triptófano 0.2 10 20 
L-Histidina 1 2 20 
L-Metionina 1 2 20 
L-Leucina 1 10 100 
L-Lisina 1 3 30 

* Disolver en agua bidestilada y esterilizar en autoclave. Usar en condiciones de 
esterilidad. La histidina y el triptófano deben protegerse de la luz.  
 
Medio mínimo con Galactosa y Rafinosa (MM/Gal/Raf) 
* Este medio se prepara con agua bidestilada. 
 
Medio mínimo con Galactosa, X-Gal  y leucina (MM/Gal/X-Gal/Leu) 
Medio mínimo con Galactosa, X-Gal (MM/Gal/X-Gal) 
* Estos medios se preparan con buffer de fosfatos a pH 7. 
 
 


	Portada 
	Índice 
	1. Resumen 
	2. Introducción
	3. Antecedentes 
	4. Objetivos 
	5. Metodología 
	6. Resultados 
	7. Discusión
	8. Conclusiones 
	9. Referencias Bibliográficas 
	10. Apéndices 

