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1. RESUMEN 

 

La chaperona  de histonas ASF1 es una proteína multifuncional que ha sido implicada en el 

ensamblaje de cromatina dependiente e independiente de la replicación, en la reparación del 

ADN, en el remplazo de histonas, en la transcripción génica, en el reclutamiento de complejos 

co-represores y en el deslizamiento y la relocalización de nucleosomas en regiones 

promotoras. Sin embargo poco se sabe acerca de su regulación transcripcional. A partir de 

datos de ChIP-seq publicados en 2009 por el grupo de Victor Corces, en nuestro laboratorio 

se identificó que el factor nuclear CTCF está enriquecido río arriba del gen asf1, en el genoma 

de Drosophila melanogaster (D. melanogaster). Ya que CTCF se ha visto involucrado en 

diversos procesos regulatorios de activación y represión transcripcional, en la formación y 

mantenimiento de asas de cromatina y en la organización tridimensional del genoma, 

decidimos corroborar el papel que tiene CTCF en la regulación de asf1. En este proyecto 

demostramos que CTCF reconoce y puede unirse a un motivo de  ADN  que se encuentra en 

la región intergénica 5’ de asf1 y cuando dicho motivo se muta, la unión se elimina casi en su 

totalidad. En una población de la línea celular S2R+ enriquecida con una mutante que ha 

eliminado parte de este motivo de unión a CTCF, se incrementa la expresión asf1 y de  

l(3)76BDm, que se encuentra río arriba de asf1. Con esto se demuestra  que el factor nuclear 

CTCF participa en la regulación transcripcional de asf1, un gen involucrado en el 

mantenimiento global de la cromatina, indispensable para el desarrollo, supervivencia  e 

implicado en vías de señalización.  
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ABREVIATURAS 

 
ADN – Ácido desoxirribonucleico. 

ARN – Ácido ribonucleico 

ARNm -  ARN mensajero 

ASF1 – Factor de Anti-silenciamiento 1 

Cas9 – Proteína 9 asociada a CRISPR  

CIP– Fosfatasa alcalina de intestino de becerro  

ChIP - Inmunoprecipitación de cromatina 

ChIP-chip – ChIP acoplado a microarreglo 

ChIP-seq – Secuenciación de ChIP 

CP190 – Proteína centrosomal 190 

CRISPR - Repeticiones Palindrómicas Cortas, Agrupadas y Regularmente Inter-espaciadas 

crRNA – ARN CRISPR 

CTCF – Factor de unión a CCCTC 

EMSA – Ensayo de retardo de la movilidad electroforética 

H3K4me3 – Trimetilación de la lisina 4 de la histona H3 

l(3)76BDm  -  Letal 3809 

PAM – Motivo adyacente al espaciador 

PCR – Reacción en cadena de la polimerasa 

PNK - Polinucleótido 5'-hydroxil-cinasa 

qPCR – PCR cuantitativa 

RP49 – Proteína ribosomal 49 

sgRNA – RNA guía 

tracrRNA – Molécula transactivadora de crRNA 

TSS – Sitio de inicio de la transcripción 
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2. INTRODUCCIÓN 

1.1 ANTECEDENTES GENERALES  

 

Organización del genoma al interior del núcleo. 

El genoma eucarionte se encuentra altamente estructurado al interior del núcleo en forma de 

cromatina, siendo su unidad fundamental el nucleosoma. Cada nucleosoma está conformado 

por 147 pares de bases de ADN enrolladas alrededor de dos tetrámeros de las histonas H2A, 

H2B, H3 y H4. A su vez, cada uno de estos  nucleosomas se conecta con otros por medio de 

un segmento de unión de ADN (Felsenfeld y Groudine, 2003; Swaminathan et al., 2005). 

Asimismo, la cadena de polinucleosomas  se organiza formando arreglos más complejos, por 

lo que la cromatina puede formar dominios y estructuras tridimensionales dinámicas (Figura 

1; Felsenfeld y Groudine, 2003).  

La organización de la cromatina debe ser finamente regulada ya que su estructura 

afecta la estabilidad y la expresión de la información genética. La formación de los 

nucleosomas permite que el ADN sea acomodado dentro del núcleo e influye en la 

accesibilidad de componentes celulares, como los factores transcripcionales y la ARN 

polimerasa al ADN (Ramachandran y Henikoff, 2015).  

Dependiendo del nivel de compactación, la cromatina puede clasificarse en dos tipos: 

1) Eucromatina o cromatina accesible a la maquinaria transcripcional y 2) Heterocromatina o 

cromatina compacta poco accesible, que suele ser inactiva transcripcionalmente (Felsenfeld y 

Groudine, 2003). Asimismo, hay dos tipos de heterocromatina en las células: A) la 

heterocromatina constitutiva; que es mantenida establemente en elementos repetidos, 

centrómeros, telómeros y transposones y B) la heterocromatina facultativa, que es transitoria 

y es finamente regulada, según sea el estado fisiológico de la célula. Ya que estos estados de 

la cromatina pueden cambiar, pueden propagarse a regiones vecinas y pueden afectar la 

expresión de genes, es importante establecer límites entre cada uno de los dominios 

cromatínicos. Las secuencias específicas en el genoma y la unión de proteínas efectoras, 

permiten la formación y la regulación de dichos dominios (Brahmachari y Jain, 2013). 
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Figura 1.  Niveles de organización del genoma.  El ADN al enrollarse alrededor de un octámero de histonas da 

lugar a la unidad más básica de la cromatina: el nucleosoma. En los niveles siguientes de organización, los 

nucleosomas forman  estructuras más complejas, llegando al nivel de compactación máximo: el  cromosoma 

metafásico (tomada y modificada de Felsenfeld y Groudine, 2003). 

 

Las diferentes variantes de las histonas influencian las propiedades físicas y la 

dinámica de los nucleosomas. Por estas razones los estados cromatínicos son regulados 

mediante diversos mecanismos que alteran la estructura, la estabilidad y la composición de 

estos nucleosomas (Weber y Henikoff, 2014). Las modificaciones tanto sobre las histonas 

como sobre el ADN generan “marcas epigenéticas” que facilitan o restringen la accesibilidad 

al ADN y son reconocidas por factores regulatorios específicos (Figura 2; Berger, 2007). 

Dentro  de los diferentes factores que participan en la modulación de la cromatina, están las 
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enzimas que modifican post-traduccionalmente a las histonas. Estas enzimas pueden generar 

modificaciones covalentes en las histonas como la acetilación, la metilación, la ubiquitinación 

y la fosforilación, entre otras. Además, la estructura de los nucleosomas es blanco de la acción 

de los remodeladores de cromatina dependientes de ATP,  responsables de la movilización de 

los nucleosomas y de las chaperonas de histonas, encargadas de la  inserción y remoción de 

las diferentes variantes de las histonas (Moshkin et al., 2009; Weber y Henikoff, 2014). 

 

 

Figura 2. Esquema de la regulación de la estructura de la cromatina.  La heterocromatina impide el acceso a 

factores transcripcionales (TF), mientras que la eucromatina es accesible para la activación transcripcional. 

Dichas estructuras son moduladas por la acción de diversos factores que modifican el ADN, las histonas y la 

densidad nucleosomal. K, lisina; Me, metilación; Ace, acetilación; Islas CpGs; islas de Citosina-Guanina 

(tomada y modificada de Ohtani y Dimmeler, 2011). 
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Las chaperonas de histonas. 

Las chaperonas de histonas son proteínas que se asocian selectivamente a diferentes 

tipos de histonas en cuanto estas últimas son sintetizadas. Las chaperonas participan en  la 

oligomerización, el  importe nuclear, el ensamblaje y la localización de las histonas en el 

genoma (Hammond et al., 2017). Además, colaboran en la asociación específica de las 

histonas con el ADN durante los diversos procesos celulares y modulan las modificaciones 

post-traduccionales de las histonas, lo que afecta potencialmente la expresión de genes 

(Avvakumov et al., 2011; De Koning et al., 2007). 

Las chaperonas de histonas pueden ser clasificadas con base a su selectividad. 

Aquellas  que reconocen preferencialmente los dímeros H2A-H2B y las que reconocen los 

dímeros H3-H4. Asimismo, todas ellas reconocen variantes particulares de cada histona. 

Algunas chaperonas se unen específicamente a aquellas variantes que se expresan en la fase S 

del ciclo celular o pueden reconocer a las variantes de remplazo que se expresan de manera 

constitutiva en bajos niveles y son independientes de la fase del ciclo celular (De Koning et 

al., 2007).  

 Dentro de las chaperonas que tienen mayor afinidad por las histonas H2A-H2B, están 

NAP1 (“Nucleosome Assembly Protein-1”), Nucleoplasmina, Nucleofosmina, TAF-Iβ 

(“Template Activating Factor Iβ”), Nucleolina, VSP75 (“Variant-specific Surface Protein”) y 

FACT (“Facilitates Chromatin Transcription”). Las que se unen a los dímeros H3-H4 son 

ASF1 (“Anti-silencing Factor 1”), NASP (“Nuclear Auntoantigenic Sperm Protein”), HIRA 

(“HIstone cell cycle Regulation-defective homolog A”), CAF-1 (“Chromatin Assembly 

Factor-1”), Rtt106 (“Regulator of Ty1 Transposition”) y Spt6 (“Histone Chaperone 

Suppressor of Ty6”) (Burgess y Zhang, 2013; De Koning et al., 2007). 

Es de suma relevancia que la unión de las chaperonas de histonas sea selectiva y 

suceda de manera espacio-temporal. Esto permite que exista un fino control para el 

ensamblaje y desensamblaje de la cromatina, dependiendo de los procesos celulares que estén 

llevándose a cabo. La unión de las chaperonas a las histonas se facilita en parte por 

interacciones electroestáticas entre las histonas que son básicas, con los fragmentos ácidos de 

algunas de las chaperonas; sin embargo, la afinidad depende en gran manera de las 

características estructurales de cada chaperona, como la existencia de α-hélices y estructuras 
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β, así como de las modificaciones post-traduccionales que presenten estos factores (De 

Koning et al., 2007).  

Poco se sabe acerca de cómo se regulan estas chaperonas transcripcionalmente y 

cuáles factores de unión a la cromatina influyen en el control de dicha regulación. Esto es 

relevante debido al importante papel que juegan las chaperonas en los diversos procesos 

celulares. Nosotros tenemos particular interés en la chaperona de histonas ASF1 (ver más 

adelante). 

 

Papel de las chaperonas de histonas en el ensamblaje de  la cromatina. 

Las chaperonas de histonas participan en cada uno de los pasos en donde las histonas se ven 

involucradas. Sin embargo, aún falta por conocer parte de los mecanismos, la participación y 

las interacciones que tienen las chaperonas con otros factores de unión a cromatina (Fan et al., 

2015).  

El ensamblaje de los nucleosomas puede ser dependiente e independiente de la 

replicación y numerosos estudios han dado indicios de cómo se lleva a cabo la formación de 

los nucleosomas y de la cromatina (Eitoku et al., 2008; Green et al., 2005).  

El ensamblaje de los nucleosomas se da de manera general, en dos pasos: 1) Dos 

dímeros de las histonas H3-H4 o en su forma de tetrámero se depositan en el ADN y 2) dos 

dímeros de las histonas H2A-H2B se unen a cada lado del tetrámero (H3-H4)2  (Figura 3). El 

desensamblaje se da básicamente con los mismos pasos, pero de manera inversa (Eitoku et al., 

2008).  

Después de la replicación, las histonas recién sintetizadas se pliegan y se asocian para 

formar los dímeros, H2A-H2B y H3-H4. Posteriormente, el dímero H3-H4 debe unirse a la 

chaperona de histonas NASP (“Nuclear Auntoantigenic Sperm Protein”) para evitar la 

degradación. En esta etapa, las histonas del dímero H3-H4 adquieren marcas (modificaciones 

post-traduccionales) necesarias para el reconocimiento de otros factores que participan en su 

inserción en el ADN. Las marcas propias de histonas recién sintetizadas son  la di-acetilación 

de la histona H4 en las lisinas 5 y 12 (H4K5 y H4K12) y la monometilación de la lisina 9 de 

la histona 3 (H3K9me1) (Campos et al., 2010). A continuación, la chaperona de histonas 
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ASF1 (“Factor de Anti-silenciamiento 1”) se une al dímero de histonas formando un complejo 

estable y junto con karioferina 4 se transportan  al interior del núcleo.  

Figura 3. Ensamblaje de los nucleosomas de maneras dependiente e independiente de la replicación. Los 

dímeros H3-H4 después de su síntesis, deben asociarse a diferentes chaperonas de histonas que les brindarán 

estabilidad y permitirán su asociación con en el ADN. En los procesos dependientes e independientes de la 

replicación, la chaperona de histonas ASF1 participa en la inserción de dichos dímeros, así como en su remoción 

del nucleosoma. ASF1 reconoce en el citoplasma a las histonas recién sintetizadas gracias a la presencia de la 

marca de histonas H3K9me1, lo que permite su importación al núcleo. Sin embargo, dentro del núcleo, ASF1 

también es capaz de reciclar dicho dímero. Una vez que los dímeros H3-H4 son depositados en el ADN, se da la 

asociación con los dímeros H2A-H2B y se forma finalmente el nucleosoma. 
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En la formación del nucleosoma dependiente de replicación, ASF1 se une al dímero 

conformado por la histona H4 y a una de las variantes de la histona H3, H3.1 o H3.2. 

Posteriormente, ASF1 transfiere este dímero a la chaperona de histonas CAF-1, para permitir 

la formación del tetrasoma (H3-H4)2 y su inserción en la cromatina. A su vez, CAF-1 

interacciona con la proteína PCNA (“Proliferating Cell Nuclear Antigen”)  y se ubica detrás 

de la helicasa en el ADN en replicación. En la formación del nucleosoma independiente de la 

replicación, ASF1 se une a las histonas H3.3-H4, las transfiere a la chaperona de histonas 

HIRA y esta última es capaz de depositar al tetrámero en el ADN (Campos et al., 2010; 

Campos et al., 2015; Eitoku et al., 2008). 

Una vez que el tetrámero (H3-H4)2 se ha depositado en el ADN, un dímero de las 

histonas H2A-H2B se deposita a cada lado del tetrámero. Las chaperonas de histonas que 

interaccionan con estos últimos dímeros son FACT y NAP1. Sin embargo aún no se ha 

aclarado si una de ellas o ambas depositan al dímero H2A-H2B en el ADN (Ransom et al., 

2010). 

Finalmente, la última histona en depositarse es H1. Esta se une al ADN de unión entre 

dos nucleosomas y no interacciona directamente con las otras histonas. En mamíferos existen 

11 isoformas y mientras que algunas de ellas tienen un papel en la represión transcripcional y 

en la compactación de la cromatina, en D. melanogaster sólo existe un subtipo y está asociado 

con represión transcripcional (Parseghian, 2015). 

En resumen, durante el ensamblaje de la cromatina, todas las histonas tanto las recién 

sintetizadas como las recicladas, deben ser reconocidas por las chaperonas. En una serie de 

pasos, las chaperonas depositan en primera instancia los tetrámeros de histonas (H3-H4)2 y 

posteriormente dos dímeros de las histonas H2A-H2B que al asociarse al ADN dan lugar a la 

formación de los nucleosomas e influyen así en el establecimiento de dominios cromatínicos. 

 

El factor de Anti-silenciamiento 1 (ASF1). 

Entre  las chaperonas de histonas, ASF1 es la más conservada entre los eucariontes (Natsume 

et al., 2007). Esta chaperona tiene un papel muy importante en el ensamblaje de la cromatina, 

ya que está involucrada en todos los procesos donde participan las histonas H3 y H4. Estos 

procesos incluyen los dependientes y los independientes de la replicación celular, la 
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reparación del ADN, el remplazo de histonas, la transcripción génica, el reclutamiento de 

complejos co-represores y el deslizamiento y relocalización de nucleosomas en regiones 

promotoras (Burgess y Zhang, 2013; De Koning et al., 2007; Goodfellow et al., 2007; 

Moshkin et al., 2009). 

En D. melanogaster existe un solo gen de asf1 que codifica dos variantes del 

transcrito, la isoforma A y la isoforma B. La isoforma A contiene 1505 nucleótidos y la 

isoforma B contiene 1129 nucleótidos (carece de 376 nucleótidos en el extremo 3’ en 

comparación con la variante A. Ambas isoformas se traducen en una proteína que contiene los 

mismos aminoácidos (Emmert, 2014). La distribución de las variantes de ASF1 no han sido 

descritas. En los vertebrados,  las plantas y en Caenorhabditis elegans (C. elegans) existen 

dos parálogos a los que se les denomina ASF1a y ASF1b. Ambos son similares en su 

estructura primaria, sin embargo, la distribución de sus ARNs mensajeros (ARNm) es 

distinta. Mientras que el ARNm de ASF1a es ubicuo, el de ASF1b se encuentra 

principalmente en el timo,  los testículos, el intestino delgado, el colon y las células 

germinales (Eitoku et al., 2008; Messiaen et al., 2016).  

ASF1 está compuesta por dos dominios, el dominio amino-terminal y el carboxilo-

terminal. El dominio amino-terminal está conservado entre mamíferos, D. melanogaster y 

levaduras. Este dominio forma una estructura en lámina β que le permite interaccionar con las 

porciones carboxilo-terminal de las histonas H3 y H4  o con las chaperonas de histonas HIRA 

y CAF-1, aunque no puede unirse al dímero y a las chaperonas al mismo tiempo. Además, el 

complejo ASF1 disocia al tetrámero (H3-H4)2 y promueve el desensamblaje de lo 

nucleosomas, debido a que ASF1 interacciona con las porciones carboxilo-terminal de las 

histonas, regiones necesarias para la interacción entre los dos dímeros de H3-H4 (De Koning 

et al., 2007; Eitoku et al., 2008; Moshkin et al., 2002; Natsume et al., 2007). ASF1 contiene 

también una porción carboxilo terminal divergente, que permanece expuesta al solvente y 

provee una interfase para la interacción con otros factores que participan en diversos procesos 

que involucran al ADN (Eitoku et al., 2008). 

En D. melanogaster, ASF1 se encuentra tanto en el citoplasma como en la cromatina y 

su localización es dependiente del ciclo celular (Figura 4). Esta chaperona se localiza 

principalmente en el núcleo durante la fase S y en el citoplasma  durante la mitosis (Moshkin 

et al., 2002).  
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 Figura 4. Localización intracelular de la proteína ASF1 en la embriogénesis de D. melanogaster.  En verde 

ASF1 y en rojo ADN. A) En estas inmunotinciones de embriones de D. melanogaster en una etapa temprana, se 

observa que ASF1 tiene una localización nuclear en la fase S del ciclo celular y citoplasmática durante la 

mitosis. B) Localización de la proteína ASF1 durante la interfase y la mitosis en embriones celularizados 

(tomada de Moshkin et al., 2002).  

A través del estudio de diversos organismos y líneas celulares, incluyendo las líneas 

celulares de Drosophila, la línea DT40 de pollo (linfoblastos), las células germinales de ratón 

y células pluripotentes humanas, se conocen algunos procesos donde interviene ASF1. La 

pérdida de ASF1 provoca que las células permanezcan en la fase S del ciclo celular, 

impidiendo la supervivencia y la diferenciación celular (Gonzalez-Muñoz et al., 2014; 

Messiaen et al., 2016; Moshkin et al., 2002; Sanematsu et al., 2006). Los individuos que 

carecen de la proteína  funcional ASF1 en D. melanogaster mueren en etapas embrionarias o 

larvarias. Los individuos que son mutantes heterocigotos de esta chaperona,  tienen una 

supresión del efecto  de variegación por posición, es decir, presentan apertura de la cromatina 

en regiones de heterocromatina centroméricas. Esto indica que ASF1 también podría estar 

participando en la formación y mantenimiento de la heterocromatina (Figura 5;(Moshkin et 

al., 2002).  

Algunos ensayos in vitro sugieren que ASF1 tendría un papel en la regulación de la 

transcripción de genes específicos, ya que la ARN PolII y los factores transcripcionales 

TAFII250 y TFIID pueden reclutar a ASF1 a regiones determinadas en el genoma. Asimismo, 

ASF1 es capaz de formar un complejo con la subunidad MCM2 de la helicasa replicativa y 

con las histonas H3-H4. Por lo que se propone que ASF1 juega un papel directo durante la 

replicación del ADN, al promover el desensamblaje de los nucleosomas y permitir el paso de 

la horquilla de replicación (Huang et al., 2015). 
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Figura 5. ASF1 en el mantenimiento de regiones de heterocromatina. A la izquierda de cada panel, se 

encuentran individuos adultos machos control, que tienen clonas celulares donde el gen white (w que da 

pigmentación roja en el ojo) se encuentra invertido en una región de heterocromatina pericentrica en el 

cromosoma X. Debido a que w se silencia por la propagación estocástica de la heterocromatina de regiones 

vecinas en cada célula, se produce el efecto de variegación. A la derecha de cada panel se encuentran machos 

heterocigotos con mutaciones para ASF1 (asf11 y asf12 tienen deletados 126 y 8 aminoácidos respectivamente). 

Puede observarse que los ojos de estos animales son casi en su totalidad rojos, indicando que w fue des-

reprimido, una característica de la supresión del efecto de variegación por posición (tomada de Moshkin et al., 

2002).   

 

Uno de los pocos ejemplos de la regulación que ejerce ASF1 sobre la transcripción de 

genes específicos, se demuestra con la evidencia de que esta chaperona es un co-regulador 

negativo de la vía de Notch en Drosophila (Goodfellow et al., 2007). La vía de Notch regula 

procesos celulares que ocurren tanto en la embriogénesis como en la adultez, promueve la 

diferenciación hacia un linaje celular específico, genera inhibición lateral célula-célula y 

contribuye a la formación de patrones en diversos tejidos (San Juan et al., 2012). De manera 

normal, cuando un estímulo activa al receptor Notch, el dominio intracelular (NICD) del 

receptor se escinde y se une al factor transcripcional Su(H) (“Suppressor of Hairless”). 

Ambos se transportan al núcleo, donde su unión al ADN  genera una respuesta transcripcional 

rápida que favorece la expresión de genes blanco de esta vía (Artavanis-Tsakonas et al., 

1999). Sin embargo, ASF1 regula negativamente la transcripción de estos genes, ya que se 

une a Su(H) y recluta  un complejo co-represor, dentro del  cual se encuentra una desmetilasa 

de la histona H3K4me3, marca asociada a activación transcripcional (Figura 6; Moshkin et 

al., 2009). El papel de ASF1 en la vía de Notch resalta su importancia durante los procesos de 

desarrollo, proliferación, sobrevivencia celular y apoptosis, ya que esta vía participa en todos 

ellos (San Juan et al., 2012). 
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 Figura 6. Participación de ASF1 en la regulación de genes específicos (genes blanco de la vía de Notch). 

Con la activación del receptor Notch, su dominio intracelular (NICD) se trasloca al núcleo y junto al factor 

transcripcional “Suppressor of Hairless” (Su(H)), permiten la transcripción de algunos genes blanco de esta vía. 

ASF1 puede unirse fisicamente con Su(H) y reclutar un complejo co-represor, el cual contiene a LID, una 

desmetilasa de H3K4me3, lo que reprime la transcripción de dichos genes (Moshkin et al., 2009). 

 

A pesar de que la función y las interacciones de la chaperona de histonas han sido 

ampliamente estudiadas, aún queda mucho por dilucidar. No existe información sobre los 

mecanismos que regulan la expresión de asf1; sin embargo, los patrones de expresión del 

ARNm varían en las diferentes etapas del desarrollo de D. melanogaster. Por lo tanto, la 

regulación de la transcripción de asf1 debe ser finamente regulada de manera espacio-

temporal (Figura 7). 

Datos de ChIP y ChIP-chip del genoma completo de D. melanogaster, publicados por 

el grupo de Corces, indican que las proteínas de unión a “insulators” CTCF y CP190 están 

enriquecidas río arriba del sitio de inicio de la transcripción de asf1 (Bushey et al., 2009). 

Estos datos sugieren que CTCF y CP190 podrían estar participando en la regulación de la 

transcripción de asf1.  



14 
 

 

Figura 7. Niveles de expresión de asf1 durante el desarrollo de D. melanogaster. Este gráfico representa los 

niveles de ARNm de asf1 en D. melangaster, donde puede observarse que la expresión varía dependiendo la 

etapa del desarrollo. Los niveles de expresión, representados en RPKMs (lecturas por kilobase por cada millón 

de lecturas mapeadas)  se obtuvieron en la base de datos Flybase a partir de ensayos de RNAseq (Emmert, 2014).   

En conclusión, ASF1 es una proteína multifuncional, indispensable para la formación 

adecuada y el mantenimiento de dominios de cromatina. Además la presencia y actividad de 

ASF1 sobre sus blancos está definida por su ubicación citoplasmática o nuclear y por su 

interacción con otros factores. Por lo tanto, la expresión de esta chaperona de histonas debe 

ser finamente regulada, dependiendo del tejido y etapa del desarrollo, para que los distintos 

procesos celulares ocurran de manera correcta. 

 

 

Proteínas de unión a secuencias tipo “insulator”. 

Los factores transcripcionales participan en la regulación de la expresión espacio-temporal de 

los genes al unirse a regiones regulatorias en el ADN y contribuyen a la formación de 

interacciones tridimensionales. De estos factores, las proteínas de unión a “insulators” 

permiten la formación de asas cromatínicas y generan la división del genoma en dominios 

regulatorios (Negre et al., 2010). 

Los “insulators” han sido caracterizados tanto en D. melanogaster como en mamíferos 

y levaduras. Estos son secuencias de ADN reconocidas por proteínas específicas, que al 

unirse ejercen su función.  Funcionalmente los “insulators” se definen por tres características: 
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1) proveen una barrera que impide la propagación de heterocromatina a dominios vecinos, 

para prevenir la expresión aberrante de genes; 2) regulan interacciones de regiones 

regulatorias como potenciadores, silenciadores  y promotores, impidiendo o facilitando el 

mantenimiento de estados génicos transcripcionalmente activos; 3) tienen una función 

arquitectónica en el genoma al permitir la formación de asas cromatínicas y mediando 

interacciones inter- e intracromosómicas (Herold et al., 2012).  

Drosophila ha sido un organismo adecuado para el estudio de las propiedades de las 

proteínas de unión a “insulators” ya que con la manipulación de sistemas de recombinación y 

diversas mutantes ha sido posible obtener diferentes combinaciones de regiones regulatorias 

en la misma posición genómica, lo que permite estudiar el papel de un elemento regulatorio 

en particular (Kyrchanova y Georgiev, 2014). Entre los primeros “insulators” que fueron 

identificados en  D. melanogaster se encuentran los que están en los complejos de genes 

homeóticos Bithorax (BX-C) (Barges et al., 2000) y Antennapedia (ANT-C) (Belozerov et al., 

2003), los “insulators” que enmarcan la región promotora del gen Notch (Vazquez y Schedl, 

2000), los “insulators” scs y scs’ que limitan el dominio donde se encuentran dos genes que 

codifican para las proteínas de choque térmico Hsp70 (Kellum y Schedl, 1992), así como los 

que enmarcan los retrotransposones gypsy e Idefix (Kyrchanova y Georgiev, 2014). 

Diversos estudios de análisis de genoma completo en Drosophila, indican que las 

proteínas de unión a “insulators” pueden localizarse en miles de sitios en el genoma, gracias a 

la presencia de motivos en el ADN que han sido caracterizados por ensayos de ChIP-seq. 

Además, estos “insulators” interaccionan entre ellos mediante diferentes combinatorias, así 

como con distintos promotores y factores transcripcionales generales, como lo es TAF3 

(Kyrchanova y Georgiev, 2014). 

Hasta la fecha se han caracterizado alrededor de 10 proteínas de unión a secuencias 

“insulators” en D. melanogaster denominadas: Su (Hw) (“Suppresor of Hairy wing”), mod 

(mdg4) (“modifier of mdg4”),  BEAF 32 (“Boundary Element Associated Factor of 32 kDa”), 

Zw5 (“Zeste white 5”),  GAF (“GAGA factor”), Pita, ZIPIC (“Zinc Finger Protein-Interacting 

with CP190”), Ibf1 (“Insulator Binding Factor 1”), Ibf2 (“Insulator Binding Factor 2”), el 

complejo Elba1/Elba2/Elba3 (“Early Boundary Activity DNA Binding Factor) y CTCF 

(“CCCTC-binding Factor”). Todas ellas pueden ser encontradas en asociación con CP190 

(Centrosomal protein 190), la cual no se une directamente al ADN, pero se le ha descrito 

como una molécula que permite la interacción a larga distancia entre estos elementos 
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“insulator” y provee estabilidad  a las interacciones (Cuartero et al., 2014; Maksimenko et al., 

2015). 

Por lo tanto, la actividad de las proteínas de unión a “insulators” es indispensable para 

que se regule el contacto entre diversas regiones regulatorias en el genoma, para la 

estructuración tridimensional de éste y para el establecimiento de dominios transcripcionales. 

Dentro de las proteínas de unión a “insulators”, la proteína CTCF es una de las mejor 

caracterizadas. 

   

Funciones del factor CTCF. 

Dentro de las moléculas de unión a “insulators”, CTCF  es la única que se encuentra tanto en 

D. melanogaster como en vertebrados (Herold et al., 2012). El hecho de que CTCF es una 

proteína muy conservada, con un papel importante en la regulación de genes y en la 

organización del genoma, la ha hecho un buen candidato para evaluar cómo los cambios en 

las secuencias del ADN inducen la unión funcional de este factor con consecuencias en la 

regulación génica (Ni et al., 2012).  

El dominio de CTCF que está más conservado entre las diferentes especies, es el 

dominio de unión al ADN, que contiene 11 dedos de zinc, con los que reconoce sitios blanco 

en el genoma. CTCF puede unirse tanto a  regiones intragénicas, como a intergénicas o cerca 

de sitios de los inicio de la transcripción (TSS) en el ADN (Holohan et al., 2007). CTCF 

reconoce distintas regiones en el genoma, debido a que la combinatoria de los dedos de zinc 

que participan en dicha unión es dependiente de la secuencia del ADN a la que se está 

uniendo (Ohlsson et al., 2001). Sin embargo las porciones amino- y carboxilo-terminales 

difieren mucho más entre las especies, lo que probablemente les confiera especificidad para 

asociarse a  los diferentes factores. La porción amino-terminal de CTCF contiene un dominio 

de multimerización, por medio del cual forma complejos diméricos o  tetraméricos (Bonchuk 

et al., 2015). La porción carboxilo terminal contiene 200 aminoácidos con los que 

interacciona con otras proteínas, como CP190. Además esta porción, le confiere parcialmente 

su actividad “insulator” en ciertas regiones cromosómicas (Bonchuk et al., 2015; Holohan et 

al., 2007). En la Figura 8 se muestra la estructura de la proteína CTCF. 
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Figura 8. Estructura proteica de CTCF. La proteína de unión a “insulators” CTCF está conformada por tres 

dominios: 1) el dominio de unión a ADN,  que contiene 11 dedos de zinc. Está sumamente conservado en 

diferentes organismos y reconoce motivos en el ADN al cual se une, 2) el dominio amino-terminal sirve para que 

CTCF pueda multimerizarse y contiene sitios de ADP-ribosilación, modificación post-traduccional que le brinda 

sus propiedades como “insulator” en numerosos sitios en el genoma (Yu et al., 2004), 3) el dominio carboxilo-

terminal que participa en la asociación a otras moléculas como ARN (Saldaña-Meyer et al., 2014) y proteínas 

(tomada y modificada de(Ohlsson et al., 2001). 

 

El factor CTCF regula a diferentes niveles la transcripción de genes. (Herold et al., 

2012). Diversos mecanismos de regulación ocurren cuando CTCF se une a sus sitios blanco, 

ya que estos sitios son elementos de respuesta involucrados no solo en la activación 

transcripcional, sino en la represión (Figura 9). Su unión interfiere con la metilación del 

ADN y por lo tanto inhibe la represión transcripcional. También puede reclutar y se puede 

asociar a otros factores que generarán las diferentes respuestas (Ohlsson et al., 2001).  

Con los ensayos de captura conformacional de cromosomas (3C), se determina la 

estructura tridimensional de la cromatina y se identifican las regiones de ADN que se 

contactan a través de complejos proteicos. A través de esta metodología se sabe que CTCF, 

mediante su asociación a Cohesinas en mamíferos y CP190 en Drosophila, no solo participa 

en la formación de interacciones a corta distancia, sino que interviene  en interacciones a larga 

distancia mediante la formación de asas cromatínicas. En las distintas líneas celulares, entre el 
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50 y 80% de los sitios que son ocupados por CTCF, son ocupados también por Cohesina (Ong 

y Corces, 2014). Estas propiedades permiten el establecimiento de dominios topológicos, la 

organización tridimensional del genoma y la regulación de la expresión de genes, tanto 

individuales como de familias de genes (Ghirlando y Felsenfeld, 2016). Se ha demostrado 

también, que en mamíferos, la mayoría de las asas cromatínicas formadas por CTCF 

dependen de que los motivos de unión a CTCF se encuentren orientados en una manera 

convergente (de Wit et al., 2015). 

 

Figura 9.  Funciones del factor CTCF. CTCF es un factor clave para la estructuración tridimensional del 

genoma al  reconocer sitios blanco en el genoma. Esta involucrado en la activación y represión transcripcional, 

ya que puede permitir o evitar interacciones entre distintas regiones regulatorias al crear asas cromatínicas. 

Impide la propagación de heterocromatina y establece a su vez, dominios transcripcionales activos o silentes. 

(tomada y modificada de(Liyanage et al., 2014) 

 

Otros procesos en los que está involucrado CTCF, son la inactivación del cromosoma 

X, impronta génica, “splicing” alternativo y recombinación V(D)J.  Por estas razones, se ha 

especulado que CTCF es un organizador maestro de la cromatina, ya que controla diversos 

procesos celulares, como la transcripción, la replicación, la reparación y establece programas 

específicos para cada línea celular (Ong y Corces, 2014).  
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Cabe recalcar que CTCF ocupa sitios en el genoma de manera específica y 

dependiente, tanto de la etapa del desarrollo como del tejido de origen. A pesar de que existen 

sitios conservados, aun no queda totalmente claro cómo se recluta este factor y cómo su unión 

y las interacciones que promueve son altamente estables (Lupiáñez et al., 2015). Una gran 

variedad de otras proteínas pueden reclutarse a los sitios de unión de CTCF y pueden fungir 

como co-factores de este factor. Por ejemplo, TFII-I, el cual ayuda a estabilizar a CTCF en 

algunas regiones promotoras, el factor TAF3  que participa en la formación de asas junto a 

CTCF y CP190, además de proteínas a las que se une en loci específicos, como YY1, Kaiso, 

CHD8, PARP1, Maz, JunD, ZNF143, Prdm5 y Nucleofosmina  (Ong y Corces, 2014).  

Es importante destacar, que CTCF no solo se une a secuencias en el ADN y a 

proteínas, sino que también se une a ARNs. Esta unión a ARNs se da gracias a que CTCF 

contiene una región de unión a ARN (RBR), conformada por los dedos de zinc 10 y 11 y 

parte su porción carboxilo-terminal. Un ejemplo, es el reconocimiento y unión de CTCF al 

ARN anti sentido WRAP53, que regula a p53 (Saldaña-Meyer et al., 2014). 

En conclusión, CTCF actúa como un regulador maestro del genoma gracias a que 

modula la estructura de la cromatina y regula la activación y represión transcripcional en los 

múltiples y diversos procesos celulares, mediante su interacción con otros elementos. 

 

 

1.2 ANTECEDENTES PARTICULARES 

Por ensayos de ChIP-seq en la línea celular Kc (línea celular neuronal derivada de embriones 

en fase tardía de D. melanogaster), realizados por el grupo de Corces, se identificaron los 

sitios en el genoma donde se une CTCF. En este estudio, definieron que el 49% de los sitios 

de unión a CTCF se encuentran en las regiones intergénicas, en el extremo 5’(a 200-300 pares 

de bases río arriba) de los sitios de inicio de la transcripción de genes involucrados 

principalmente en procesos del desarrollo. Esto sugiere que CTCF tiene un papel en la 

regulación de genes individuales específicos (Tabla 1; Bushey et al., 2009). 



20 
 

Tabla 1. 

Tabla  1. Procesos biológicos de los genes a los que se asocian las proteínas “insulator”. La unión de las 

proteínas “insulator” CTCF y BEAF a 200 pares de bases del sitio de inicio de la transcripción (TSS) de genes, 

muestra que cada una de estas proteínas está involucrada en la regulación de procesos distintos. CTCF se une 

principalmente a genes asociados al desarrollo, mientras que BEAF se asocia a procesos metabolicos (Bushey et 

al., 2009). 

 

Papel de CTCF durante el desarrollo. 

Se sabe que CTCF es vital para la supervivencia de los diferentes organismos donde se ha 

estudiado, sin embargo aun no se conocen los mecanismos con los que contribuye al 

desarrollo de los mismos. Cuando se abole la expresión de CTCF en  D. melanogaster, los 

individuos se desarrollan hasta la etapa de pupa, pero no llevan a cabo la metamorfosis. Esto 

indica que a pesar de que existen más proteínas de unión a “insulators”, estas no pueden suplir 

la función de CTCF (Mohan et al., 2007). En mamíferos, la ausencia de la proteína funcional 

de CTCF es letal en etapas tempranas del desarrollo embrionario, previo a la implantación 

(Moore et al., 2012). Tanto en Drosophila como en mamíferos,  la  eliminación de sitios de 

unión a CTCF específicos alteran, de manera espacio-temporal, los patrones de expresión de 

los genes. Esta expresión aberrante de genes provoca malformaciones, cambios homeóticos y 

retraso en el desarrollo (Holohan et al., 2007; Lupiáñez et al., 2015; Mohan et al., 2007). Cabe 

mencionar, que datos obtenidos en nuestro laboratorio indican que CTCF también es 

indispensable para el desarrollo de Danio rerio (pez cebra). Al utilizar morfolinos que 

impiden la traducción de CTCF, se afecta el desarrollo de todo el organismo, incluyendo el 

sistema nervioso lo que genera una letalidad embrionaria temprana (Carmona-Aldana, 

resultados no publicados). 
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Por lo tanto, la actividad adecuada de CTCF, es indispensable para el desarrollo, la 

formación de patrones y la supervivencia de los diversos organismos donde está presente, 

gracias a que este factor controla la regulación de numerosos genes, mediante la formación de 

dominios transcripcionales y participa en todos procesos celulares. 

 

El factor nuclear CTCF está enriquecido en la región intergénica 5’ de asf1, lo que 

indica que podría estar participando en la regulación de su expresión. 

A partir de los datos de ChIP-seq de CTCF obtenidos por Bushey et al, 2009 encontramos, 

por un análisis de Ontología de genes que CTCF está enriquecido en regiones cercanas al sitio 

de inicio de la transcripción de genes involucrados en el desarrollo, en el ciclo celular y en 

vías de señalización. En nuestro laboratorio, indentificamos que entre los genes que están 

involucrados en estos procesos, asf1 puede ser regulada por CTCF, ya que este factor está 

enriquecido en la región intergénica 5’ de asf1, a comparación de sitios vecinos. 

En la Figura 10, se muestra un esquema de los datos de enriquecimiento de CTCF en 

la región intergénica entre asf1 y l(3)76BDm. Este último, es un gen que se encuentra a 379 

pares de bases, en una posición antisentido respecto a asf1. Se sabe muy poco de este gen, 

excepto que su ausencia es letal para D. melanogaster (Spradling et al., 1999). Además, 

tomando en cuenta la similitud de la secuencia, la base de datos Flybase predice que 

l(3)76BDm es ortólogo del gen que codifica para TRS85 en Saccharomyces cerevisiae 

(Curators, 2008). TRS85 es una subunidad del complejo TRAPP (“Transport Protein 

Particle”), que participa en el transporte de vesículas entre el retículo endoplásmico y el 

aparato de Golgi), sin embargo, no se han realizado más estudios al respecto.  

 En D. melanogaster CTCF se encuentra frecuentemente entre genes transcritos de 

manera divergente, lo que sugiere que CTCF permite la expresión diferencial de estos genes 

(Smith et al., 2009). CTCF al unirse a la región intergénica entre asf1 y l(3)76BDm, podría 

regular la expresión diferencial de ambos genes.  

Estos antecedentes nos permiten proponer que CTCF regula la expresión de la 

chaperona de histonas, mediante su unión a la región intergénica 5’ de asf1. 
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Figura 10. Enriquecimiento de la señal de CTCF en la región intergénica entre asf1 y l(3)76BDm. En este 

esquema se muestran datos obtenidos del “Genome Browser” de la Universidad de California Santa Cruz 

(UCSC), de ensayos de ChIP-seq realizados en embriones de 0-12 horas de D. melanogaster (Bushey et al., 

2009). Los gráficos se generaron con el programa IGV (Integrative Genomics Viewer). Se puede observar que 

existe un enriquecimiento de la señal de CTCF (verde) en la región intergénica entre asf1 (morado) y l(3)76BDm 

(rojo) a comparación de regiones vecinas en el genoma. Estos datos sugieren que CTCF puede unirse a la posible 

región regulatoria de asf1 y por lo tanto, participa en la regulación de su transcripción (imagen creada por 

Arzate-Mejía). 

 

Técnica CRISPR-Cas9 

En este trabajo, se empleó la técnica CRISPR-Cas9, para generar eliminaciones sobre el sitio 

en que CTCF se une, en la región intergénica 5’ de asf1. 

 La técnica CRISPR (“Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats”)-

Cas9, es una técnica que permite la edición del genoma de forma muy precisa. Se originó a 

partir del sistema bacteriano CRISPR-Cas tipo II, el cual provee a las bacterias un sistema 

inmunitario adaptativo contra ácidos nucleicos provenientes de fagos y plásmidos (Doudna y 

Charpentier, 2014). El locus CRISPR consiste en un arreglo de secuencias cortas repetidas, 

intercaladas con espaciadores (20 nucleótidos de ADN adquirido de ácidos nucleicos 

invasores). Estas secuencias, en una etapa posterior, son transcritas y procesadas para dar 

lugar a los crRNAs (un solo espaciador flanqueado de una secuencia repetida). Dicho 

procesamiento y maduración se da por la actividad de la molécula tracrRNA (“trans-

activating crRNA”) y la ARNasa III. Para que este sistema sea funcional, el crRNA se 

combina con la proteína Cas9 (endonucleasa) formando un complejo efector, que reconoce 

secuencias complementarias a los espaciadores en el ácido nucleico externo a la bacteria, lo 

cual induce un corte de doble cadena en esta secuencia (Karvelis et al., 2013).  Este sistema 

l(3)76BDm    asf1    GC9392 
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ha sido adaptado para la edición del genoma en otros organismos, incluida Drosophila, donde 

el crRNA y el tracrRNA han sido fusionados para crear un solo RNA guía (sgRNA) (Figura 

11). Mediante el diseño de oligonucleótidos que codifican para el sgRNA de 20 nucleótidos, 

se dirige a la Cas9 a sitios específicos, siendo el único requisito para su acción, la presencia 

de los oligonucleótidos NGG (N puede ser cualquier nucleótido, mientras que G es Guanina), 

también llamada secuencia PAM (“Protospacer Adjacent Motif”), la cual debe encontrarse 

adyacente al  extremo 3’ de los 20 oligonucleótidos en el ADN blanco. Posterior al corte 

inducido por la endonucleasa,  los sistemas de reparación del ADN entran en acción y pueden 

generar mutaciones: eliminaciones, inserciones o cambios de un solo nucleótido (Ran et al., 

2013). 

 

Figura 11. Sistema de edición genómica CRISPR-Cas9. Para que este sistema sea funcional se necesita de la 

endonucleasa Cas9,  un RNAguía (sgRNA), que es complementario a 20 nucleótidos de ADN en la secuencia 

blanco, con los cuales se aparea y la secuencia PAM. El sgRNA lleva a la endonucleasa a sitios específicos en el 

genoma, donde promueve un corte en la doble cadena del ADN, tres bases río arriba de la secuencia PAM. 

Posteriormente, por el sistema de reparación del ADN, pueden generarse mutaciones en la secuencia blanco 

(tomada y modificada de Doudna y Charpentier, 2014). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La chaperona de histonas ASF1 participa en los procesos donde las histonas H3-H4 se ven 

involucradas, en el ensamblaje y desensamblaje de la cromatina, en el remplazo de histonas, 

en la transcripción génica, en la reparación del ADN, en el reclutamiento de complejos co-

represores,  en el deslizamiento y relocalización de nucleosomas en regiones promotoras, 

además de  otros procesos celulares importantes (Burgess y Zhang, 2013; De Koning et al., 

2007; Goodfellow et al., 2007; Moshkin et al., 2009). Sin embargo, los mecanismos que 

regulan la expresión de asf1 aún se desconocen.  

Diversos estudios han sugerido que CTCF tiene un papel en la regulación 

transcripcional de genes involucrados en el desarrollo y en la supervivencia de diversos 

organismos. Esta proteína de unión a “insulators” juega un papel muy importante en la 

organización tridimensional de la cromatina y en la regulación transcripcional de genes, 

mediante su unión a motivos en el ADN.  En  D. melanogaster el 49% de los sitios ocupados 

por CTCF se encuentran a 200-300 pares de bases río arriba del sitio de inicio de la 

transcripción de genes involucrados en procesos de desarrollo (Bushey et al., 2009). 

En el análisis de nuestro laboratorio de los datos de ChIP-seq de Bushey et al., 2009, 

se buscaron genes involucrados tanto en procesos de desarrollo como genes de vías de 

señalización que pudieran ser regulados por CTCF. Encontramos que CTCF se encuentra 

enriquecido río arriba del sitio de inicio de la transcripción de asf1. 

En este estudio queremos dilucidar si CTCF tiene un papel en la regulación de la 

transcripción de asf1 y del gen l(3)76BDm, que se encuentra posicionado de manera 

divergente a asf1 a 379 pares de bases río arriba del extremo 5’ de asf1. Con estos datos 

pretendemos obtener información acerca de cómo podría modularse el nivel de expresión de 

asf1 y si CTCF tiene un papel en la regulación de genes divergentes. Además podremos 

obtener información acerca de cómo el factor CTCF participa en el desarrollo de este 

organismo. 
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4. HIPÓTESIS 

 

El factor nuclear CTCF participa en la regulación de la expresión del gen que codifica para la 

chaperona de histonas ASF1 en D. melanogaster al unirse río arriba del sitio de inicio de la 

transcripción. 

 

 

 

 

 

5. OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

Demostrar que el factor CTCF participa en la regulación del gen asf1, mediante el 

reconocimiento y unión a la región intergénica 5’del mismo en D. melanogaster. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Demostrar la unión in vitro de CTCF en la región que se encuentra río arriba del sitio 

de inicio de la transcripción de asf1.  

2. Generar mutantes donde se elimine el motivo de unión de CTCF en la región 

intergénica 5’ de asf1 en la línea celular S2R+. 

3. Evaluar el efecto de la pérdida de función de CTCF, sobre la expresión de asf1 y 

l(3)76BDm, en las poblaciones celulares que carezcan del motivo de unión a CTCF.  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Cultivo Celular 

Las células S2R+ son similares en comportamiento y apariencia a los hemocitos de D. 

melanogaster. Esta línea celular proviene de la línea celular S2, la cual fue generada a partir 

de células inmortalizadas de embriones de D. melanogaster de 20 a 24 h de desarrollo, a las 

cuales se les disoció por tripsinización (Baum y Cherbas, 2008; Schneider, 1972). A 

diferencia de las células S2, la línea celular S2R+ expresa fz (“frizzled”) y responde a la 

adición extracelular de Wg (“Wingless”) (Yanagawa et al, 1998).  Estas células se cultivaron 

a 25°C con medio Schneider (Gibco) adicionado con 10% de suero fetal bovino y 1% de 

penicilina/estreptomicina. 

Oligonucleótidos para los ensayos de retardo de movilidad electroforética (EMSA). 

Para los ensayos con la técnica EMSA, se diseñaron pares de oligonucleótidos 

complementarios de entre 50 y 60 pares de bases. Estos se sintetizaron con la compañía 

Invitrogen y tienen las características que son desalados, purificados por PAGE y 

desfosforilados. 

 

Nombre Secuencia 

Longitud en 

pares de 

bases 

Sonda 1 

sentido 

5’-CTATTGTCGCGTTTTGACATTCCGCCACTTGTC 

   GTGGTGAGTTTTTCGCCACCACTTGCG-3’ 
60 

Sonda 1 

antisentido 

5’-CGCAAGTGGTGGCGAAAAACTCACCACGACAAG 

   TGGCGGAATGTCAAAACGCGACAATAG-3’ 
60 

Sonda 2 

sentido 

5’-GTCGTGGTGAGTTTTTCGCCACCACTTGCGACA 

   CCGAACGGTCCCTCTGAAGCGCGGG–3’ 
58 

Sonda 2 

antisentido 

5’–CCCGCGCTTCAGAGGGACCGTTCGGTGTCGCAA 

   GTGGTGGCGAAAAACTCACCACGAC–3’ 
58 
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Sonda 

eliminación 

sentido 

5’-AACTATTGTCGCGTTTTGACATTCCGCCAGTTT 

   TTCGCCACCACTTGCGA–3’ 
50 

Sonda 

eliminación 

antisentido 

5’–TCGCAAGTGGTGGCGAAAAACTGGCGGAATGTC                             

A  AAAACGCGACAATAGTT–3’ 
50 

Sonda Fab8 

sentido 

5’-AAATTTCCACATTCCCGCCTTGCAGCGCCACCTG 

   GCCTTGGTAATGTAGAACTAGGAAGG–3’ 
60 

Sonda Fab8 

antisentido 

5’–CCTTCCTAGTTCTACATTACCAAGGCCAGGTGGC       

G  GCTGCAAGGCGGGAATGTGGAAATTT–3’ 
60 

 

Alineamiento de oligonucleótidos para los ensayos de retardo. 

60 ng de cada uno de los oligonucleótidos se alinearon con su complementario a 95°C por 15 

min  en un amortiguador de alineación compuesto por 200 mM de Tris-HCl pH 8, 100 mM de 

NaCl (cloruro de sodio), y 0.5 M de EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) pH 8.0. 

Posteriormente se incubaron a 24°C durante 1 h. 

Marcaje de la sonda con fósforo radioactivo (32P).  

Agua estéril 2.5 µL 

Oligonucleótidos alineados 16 µL 

Amortiguador 10X PNK (polinucleótido cinasa) 2.5 µL 

Gamma ATP 2 µL     

PNK 2 µL (30 U) 

Volumen final 25 µL 

 

Estas mezclas se realizan a 25°C y se cargan en el gel inmediatamente. 

Purificación de la sonda marcada. 

Se preparó un gel de acrilamida desnaturalizante compuesto de la siguiente manera: 
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Urea  4 gr 

Agua 30.5 mL  

Acrilamida 30% 16.6 mL 

Amortiguador TBE (Tris, Borato, EDTA) 5 % 2.5 mL 

Persulfato de amonio 350 µL 

TEMED (tetrametiletilendiamina) 35 µL 

El gel fue pre-corrido durante 1 h a 100 V con  el amortiguador de electroforesis TBE 

a una concentración final de 0.25%. Posteriormente, se agregaron 4 µL de amortiguador de 

carga a cada reacción de marcaje, se depositó toda la reacción en los pozos y se realizó la 

electroforesis a 150 V durante 90 min. Una vez terminada la electroforesis, se fijó una placa 

autoradiográfica sobre el gel durante 15 min. Después, se procedió a revelar la placa: 30 seg 

en líquido revelador, 30 seg en agua, 30 seg en líquido fijador y 30 seg nuevamente en agua. 

Una vez que la placa estuvo seca, se recortaron recuadros correspondientes a las marcas 

radioactivas y tomándolos como molde, se recuperaron las bandas del gel de acrilamida. Cada 

recuadro de acrilamida se diluyó durante 24 h a 37°C en un amortiguador compuesto por 0.5 

M de acetato de amonio, 100 mM de acetato de magnesio, 1 mM  de EDTA y SDS 1% 

(dodecilsulfato sódico). Se centrifugaron las muestras a 11,400 rpm a 4°C por 30 min y al 

sobrenadante se le agregaron 165 µL de acetato de amonio 10 M, 1 µL de  glicógeno y 800 

µL de etanol absoluto frío para precipitar las sondas. Dicha reacción fue llevada a cabo por 48 

h a -20°C. Finalmente, las muestras se centrifugaron durante 1 h a 13,700 rpm a 4°C, se 

dejaron evaporando durante 2 h a 37°C, se resuspendieron las pastillas en  20 µL de agua 

estéril y se incubaron 15 min a 37°C. 

Cuantificación de la sonda. 

Para cuantificar los oligonucleótidos marcados radioactivamente, se hizo una dilución de 

1:100, relación correspondiente a muestra: agua estéril. Posteriormente, usando dos mitades 

de papel circular Whatman, se agregó 1 µL de la dilución de cada sonda en cada una de las 

dos mitades  y se les dejó secar por 10 min. Una de las mitades de papel de cada sonda se 

introdujo a un vial de vidrio con 5 mL de agua, mientras que la otra mitad se lavó para 

determinar el porcentaje de incorporación del isótopo. Los lavados se realizaron de la 

siguiente manera: 3 lavados de 5 min con 0.5 M de NaHPO4 (fosfato diácido de sodio), 2 

lavados de 1 min con agua desionizada, 2 lavados de 1 min con etanol al 96% y se les dejó 
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secar por 10 min. Finalmente, se introdujeron al vial con 5 mL de agua desionizada. Estos se 

colocaron en canastillas del lector de centelleo líquido y se les cuantificó midiendo el isótopo 
32P. Se compararon los valores obtenidos de cada sonda, la que no fue lavada y la que sí lo 

fue, para obtener la relación de incorporación de la sonda. Sólo se usaron aquellas sondas 

marcadas radioactivamente que obtuvieran porcentajes de incorporación mayores al 80%.  

Extracción de proteínas nucleares.  

El protocolo para la extracción de proteínas nucleares se estandarizó específicamente para 

células de Drosophila. Se recolectaron al menos 6x108 células S2R+ y se centrifugaron a 

2,000 g durante 4 min a temperatura ambiente, se descartó el sobrenadante y la pastilla fue 

lavada con PBS frío, centrifugada a 2,000 g por 4 min a temperatura ambiente y se descartó 

nuevamente el sobrenadante. La pastilla fue resuspendida con 5 mL del buffer TM2+ 

(compuesto por  10 mM de Tris pH 7.4, 2 mM de MgCl2 (cloruro de magnesio) y 0.5 mM de 

PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo), y se incubó a 4°C durante 1 min. A esta, se le 

añadieron 360 µL de NP-40 al 10% para lisar la membrana celular, se mezcló por inversión y 

se incubó a 4°C por 4 min, invirtiendo ocasionalmente el tubo. Se centrifugó la muestra a 

1,000 g durante 10 min a 4°C y se descartó el sobrenadante. La pastilla consistente en 

únicamente núcleos se lavó con 5 mL del buffer TM2+ y se centrifugó a 1,000 g, durante 10 

min a 4°C. Se desechó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió e incubó a 4°C durante 15 

min en RIPA con los inhibidores de proteasas PMSF, leupeptina y pepstatina. En cada uno de 

los pasos se verificó el estado de las células y núcleos respectivamente por microscopia. 

Finalmente se centrifugó a 6,200 g durante 7 min y se recuperó el sobrenadante con las 

proteínas nucleares en otro tubo. 

Cuantificación de proteínas totales. 

Se prepararon diluciones 1:5 del reactivo Bradford (Bio-Rad) y se añadieron 200 µL en cada 

uno de los pozos de una placa para ELISA. Se añadió 1 µL de la muestra a cuantificar, así 

como 1 µL de BSA a concentraciones conocidas (0.625 µg/µL, 1.25 µg/µL, 2.5 µg/µL, 5 

µg/µL y 10 µg/µL) que se usaron como estándar, cada muestra se analizó por duplicado. Se 

midió la absorbancia a 595 nm en un lector de placas de ELISA. 
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Preparación de las muestras para los ensayos de retardo. 

Para cada una de las muestras se hicieron incubaciones con 7.5 µL de amortiguador de unión  

(20 mM de HEPES pH 7.9, 0.1 mM de EDTA, 50 mM de KCl (cloruro de potasio), glicerol  

5% v/v, BSA (albúmina sérica bovina) 200 µg/mL), 1 µL de poli dI-dC, para disminuir las 

interacciones inespecíficas de sonda-proteína,  y 15 µg de proteína nuclear. En las muestras en 

que se usaron competidores, éstos se le añadieron en concentraciones que excedían 

aproximadamente 100 veces la concentración de la sonda marcada radioactivamente. Todas 

las muestras se llevaron a volumen final de 24 µL con agua estéril. Las muestras, se incubaron 

15 min a 4°C y  después, 15 min a 25°C. Posterior a esto, se le adicionó 1 µL de la sonda 

marcada radioactivamente (20,000 cpm/µL) a cada muestra y se incubaron 15 min a 4°C y 15 

min a 25°C. Para los experimentos de super-retardo, los anticuerpos se incubaron con los 

extractos proteicos, el buffer de unión y poli dI-dC por 1 hora antes de añadir la sonda 

marcada radioactivamente, agitando constantemente a 4°C. Se preparó un gel de acrilamida al 

5% no desnaturalizante y se pre-corrió durante 1 h a 110 V a 4°C. Se cargaron las muestras y 

la electroforesis se realizó de manera consecutiva a 110 V por 1 h y a 150 V por 3 h a 4°C. 

Como  buffer  de electroforesis se usó TBE al 0.25%. Se secaron los geles sobre papel filtro 

en un secador de geles (Bio-Rad-modelo 543) durante 1 h a 90°C y se almacenaron junto a 

placas para revelar toda la noche. Se revelaron al siguiente día en Typhoon. 

Anticuerpo  

Para la producción del anticuerpo específico anti-dCTCF se tomó como referencia el 

anticuerpo utilizado por Gerasimova et al., (2007). El anticuerpo anti-dCTCF usado en los 

ensayos de retardo fue obtenido por la compañía “New England Biolabs”.  

Este anticuerpo está dirigido a la porción carboxilo-terminal del gen, que fue 

amplificado a partir del ADNc GH14774 (“Research Genetics”) (Gerasimova et al., 2007). 

Plásmidos. 

Para la transfección de la endonucleasa Cas9 y los RNAs guías para la técnica de edición del 

genoma CRISPR-Cas9 en la línea celular S2R+, se utilizó el plásmido específico para D. 

melanogaster,  pAc-sg-Cas9. Este plásmido contiene a la Cas9 bajo el control del promotor de 
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Actina 5C y el promotor U6 para la expresión del RNA guía. Además, esta construcción tiene 

un cassette de resistencia a puromicina para la selección clonal (Figura 12). 

 

 

Figura 12. Mapa de restricción del plásmido pAc-sg-Cas9, donado por Ji-Long Liu (Addgene plasmid # 49330).   

El plásmido pGEM-T Easy Vector de Promega (Figura 13), se utilizó para la 

secuenciación por el método de Sanger, el cual se basa en la polimerización del ADN, 

mediante PCR, utilizando dideoxinucleótidos marcados con fluoróforos, los cuales emiten 

señales que son detectadas por el secuenciador. Los fragmentos de ADN amplificados por 

PCR se insertaron en sitios EcoRV, el cual no se recupera al ligarse el vector con el inserto. 

La cadena sentido de este plásmido está bajo el control de la ARN polimerasa T7, mientras 

que el de la cadena complementaria está bajo el control de la ARN polimerasa SP6. 
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Figura 13. Mapa de restricción del plásmido pGEM-T Easy de Promega.  

Diseño de los oligonucleótidos del RNA guía para la técnica CRISPR-Cas9.  

La secuencia de la región intergénica entre l(3)76BDm y asf1 se ingresó a la página creada 

por el laboratorio del Dr. Feng Zhang,  http://crispr.mit.edu/, la cual arrojó secuencias 

sugeridas para su uso como sgRNAs (RNAs guía). Esta página toma en cuenta las secuencias 

PAM (los oligonucleótidos NGG del genoma blanco), como la existencia de una mínima 

posibilidad de tener blancos inespecíficos. Para generar el sgRNA usado para este trabajo, se 

escogió una región que es reconocida por este RNA que dirige a la endonucleasa Cas9 sobre 

el motivo 1 de unión a CTCF.  Para  esto, se escogieron 20 nucleótidos río arriba de una 

secuencia PAM. Para el oligonucleótido sentido se le adicionaron las bases TTC en el 

extremo 5’, mientras que para el antisentido se le añadieron las bases AAC en el extremo 5’, 

para que se pudieran insertar al plásmido. Se mandaron a sintetizar a la compañía Invitrogen. 

 

Nombre Secuencia 

Cadena Sentido 5’-TTCAAACTCACCACGACAAGTGG-3’ 

Cadena Antisentido. 5’-AACCCACTTGTCGTGGTGAGTTT-3’ 

Alineamiento y fosforilación de oligonucleótidos  
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Los oligonucleótidos sentido (500 µM) y antisentido (500 µM) resuspendidos en buffer EB 

(buffer de elución), se alinearon en un buffer al 2X compuesto por 20 mM de Tris, 2 mM de 

EDTA, 100 mM de NaCl pH 8.0. Se incubó la reacción a 95°C durante 5 min y 

posteriormente se incubó a temperatura ambiente durante 2 h. Una vez alineados, los 

oligonucleótidos (33 µM) se fosforilaron con 1 µL de PNK T4 (Roche) y 1 µL del buffer la 

ligasa T4 (Roche). Se incubaron por 30 min a 37°C. 

Digestión  y desfosforilación del plásmido pAc-sgRNA-Cas9. 

Se digirieron dos microgramos del vector pAc-sgRNA-Cas9 durante 1 h a 50°C con la enzima 

BspQ1 de la compañía New England Biolabs (NEB) y el buffer 3.1 (100 mM de NaCl, 50 

mM de Tris-HCl, 10 mM de MgCl2, 100 µg/mL BSA) de NEB. Posteriormente, la reacción 

anterior se incubo a 37°C durante 1 h con la enzima CIP (Fosfatasa alcalina de intestino de 

becerro) de NEB  para desfosforilar el plásmido. 

Purificación del plásmido pAc-sgRNA-Cas9. 

El vector se purificó usando el kit de purificación de banda QiaexII (QIAGEN), con las 

instrucciones del fabricante. Para corroborar la digestión, 5 µL del plásmido purificado fue 

sometido a electroforesis por 30 min a 100 V en un gel de agarosa al 1.5%. 

Ligación de oligonucleótidos en el vector pAc-sgRNA-Cas9. 

Un microlitro del vector purificado se incubó junto a 2µL de los oligonucleótidos 

fosforilados, 1 µL de la ligasa de ADN T4 y 1 µL del buffer de la ligasa T4 a 18°C durante 2 

h. 

Transformación.  

La reacción anterior se incubó con 50 µL de bacterias competentes E. coli Top 10 durante 20 

minutos a 4°C. Posteriormente se incubó 30 seg a 42°C y nuevamente a 4°C por 2 min. Se 

añadió medio LB a la mezcla y se incubó con agitación constante a 37°C durante 1 h. Se 
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sembraron 50 µL de la mezcla anterior en placas Xgal-IPTG con medio LB suplementada con 

ampicilina y se dejaron incubando a 37°C durante 12 h. 

Purificación de los plásmidos. 

Se tomaron algunas de las colonias  y se volvieron a sembrar en placas LB con ampicilina 

para expandirlas  y se incubaron 12 h a 37°C.  Se seleccionaron aquellas colonias que habían 

insertado el plásmido, lo cual se verificó por  PCR con oligonucleótidos específicos usando el 

siguiente programa en el termociclador: 1 ciclo a 95°C por 5 min, 25 ciclos: 95°C 1 min, 

56°C 1 min, 72°C 1 min y un ciclo final de 72°C durante un min. Las bacterias que 

incorporaron el plásmido se crecieron en 5 mL de medio LB con ampicilina, se incubaron 

durante 12 h a 37°C con agitación constante. Por cada muestra se usaron 3 mL de las colonias 

bacterianas seleccionadas, se centrifugaron durante 5 min a 12,000 rpm  y se descartó el 

sobrenadante. La pastilla se resuspendió  en 200 µL de buffer P1 (50 mM de Tris-HCl pH 8.0, 

10 mM de EDTA y 100 µg/µL de ARNasa A). Posteriormente, para lisar las células 

bacterianas, a las muestras se les añadieron 200 µL del buffer P2 (200 mM de NaOH y SDS al 

1%) y se mezclaron por inversión, dejando incubar 5 min a 25°C. Cada reacción se neutralizó 

adicionando 200 µL de buffer P3 (1M  de acetato de potasio  pH 5.5). Se incubaron durante 

10 min a 4°C y se centrifugaron a 18,000 g durante 10 min. Para precipitar el ADN se 

tomaron 500 µL del sobrenadante y se les adicionaron 350 µL de isopropanol, 

centrifugándose posteriormente a 18,000 g por 10 min. La pastilla de ADN se lavó  con 400 

µL de etanol al 70%, volvió a centrifugarse con las mismas condiciones, se retiró el 

sobrenadante, se dejó secar la pastilla por 10 min, y finalmente se resuspendió en 30 µL de 

buffer EB. Para corroborar que el ADN extraído contenía el plásmido más el inserto, se 

hicieron digestiones de las muestras. Dos µg de cada muestra fueron digeridas con 2 U de la 

enzima de restricción EcoRI a 37°C durante 4 h. Los productos de dichas reacciones, se 

corrieron en un gel de agarosa al 1.5% a 100 V durante 30 min. El ADN que correspondió a 

muestras que integraron el vector, fueron sometidas nuevamente a purificación de ADN por 

usando el Kit plasmid midi (QIAGEN catálogo 12143) y este ADN se resuspendió en 30 µL 

de agua estéril. . 

Transfección para células S2R+. 
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Los plásmidos purificados fueron transfectados a células S2R+ usando las siguientes 

condiciones, las cuales se han usado en nuestro laboratorio para la línea celular Kc162: se 

sembraron  3X105 células y 5X105 células S2R+  en placas de 10mL, a las cuáles se les puso 

medio Schneider, se les adicionaron los plásmidos purificados a concentraciones de 1µg/µL y 

el reactivo Fugene (Promega) a diluciones 4:2 y 6:2 por µg de plásmido. Dado que los 

plásmidos tienen el cassette de resistencia a puromicina, a las 24 h se comenzó con la 

selección de colonias con dicho antibiótico durante 7 días a concentraciones de 2, 5 y 10 

µg/mL, para enriquecer las células que hubieran insertado el plásmido. 

Extracción de ADN genómico por fenol-cloroformo. 

Se centrifugaron al menos 3X106 células S2R+ y las células se resuspendieron en 250 µL de 

una solución compuesta por 200 mM  de Tris pH 8.5 y 400 mM de NaCl. Posteriormente, se 

lisaron usando una solución compuesta por 10 mM de EDTA, SDS 0.4%, 50 µg/µL de 

ARNasa A y 50 µg/µL de  Proteinasa K y se incubaron las soluciones a 50°C durante 4 h. Se 

adicionaron 500 µL de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico y se centrifugaron las muestras a 

18,000 g.  Se recuperaron los sobrenadantes por centrifugación y se limpiaron con 500 µL de 

cloroformo, centrifugándose nuevamente, se recuperó el sobrenadante y se añadieron 500 µL 

de isopropanol. De este último paso se obtuvo la pastilla y se lavó con etanol al 70%. Cada 

centrifugación se realizó a 18,000 g durante 10 min. Una vez evaporado el etanol, la pastilla 

se resuspendió en agua suplementada con DEPC (dietilpirocarbonato). 

Selección y dilución clonal. 

El ADN extraído por fenol/cloroformo de las células S2R+ transfectadas con el plásmido 

pAc-sgRNA-Cas9 se re-amplificó mediante PCR punto final y los productos se corrieron en 

geles de acrilamida no desnaturalizante al 5% a un voltaje de 150 V durante 150 min. De las 

colonias de células transfectadas en las que se encontraron eliminaciones comparadas con las 

células control, se realizaron diluciones y se sembraron una célula por pozo en una placa de 

96 pozos. Estas se continuaron seleccionando y sometiendo a más diluciones clonales. 

Secuenciación. 
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Se extrajo ADN de las clonas y se amplificaron los productos que abarcan las regiones 

eliminadas por PCR. Las muestras se corrieron en un gel de acrilamida no desnaturalizante al 

5%, a 150 V durante 150 min en buffer TBE 0.25%. De las bandas obtenidas se purificó el 

ADN usando el kit de purificación QIAEX II siguiendo las instrucciones del fabricante, 

volvieron a amplificarse por PCR y se extrajo el ADN con el kit QIAEX II. Los productos se 

clonaron en plásmidos pGEM-T Easy vector (Promega), y se transformaron en bacterias 

competentes E. coli Top10, se seleccionaron aquellas que presentaban el color blanco 

indicador de la incorporación del plásmido por la reacción de hidrólisis de galactosa. Se 

purificó ADN plasmídico con Mini-Preps de la misma manera descrita previamente y se 

enviaron a la unidad de biología molecular del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM, 

donde las muestras fueron secuenciadas por Sanger.  

Extracción de ARN total. 

Células S2R+ con 80% de confluencia se trasvasaron a tubos Falcón de 15 mL. Se 

centrifugaron a 1,200 g durante 5 min, se descartó el sobrenadante y se les lavó con PBS 

estéril frío, se les volvió a centrifugar a 1,200 g durante 5 min y se descartó el sobrenadante. 

Se adicionó 1 mL de TRIZOL y se homogenizó por pipeteo. Se incubaron las muestras 10 

min a 25°C y se adicionaron 200 µL de cloroformo. Se agitaron durante 15 seg y se incubaron 

3 min a  25°C. Después, se centrifugaron a 12,000 g durante 15 min a 4°C, la fase acuosa se 

transfirió a otro tubo y se añadieron 500 µL de isopropanol. Se les incubó 10 min a 25°C y se 

centrifugaron a 12,000 g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se descartó y las pastillas se 

lavaron dos veces con 1 mL de etanol al 75%, se centrifugaron a 7,600 g por 5 min a 4°C. Se 

removió el sobrenadante y se lavaron las pastillas con 1 mL de etanol absoluto. Volvieron a 

centrifugarse a 7,600 g por 5 min a 4°C y se removió el sobrenadante. Las pastillas se dejaron 

secando 10 min y se resuspendieron con 30 µL de agua DEPC. 

Comprobación de la integridad del ARN. 

Se tomó 1µg de ARN de cada muestra y se llevó a un volumen final de 5 µL con agua estéril, 

se les adicionó 1 µL de buffer de electroforesis y se incubó a 65°C por 15 min, posteriormente 

se le agregó 1 µL de bromuro de etidio.  La muestras se cargaron en geles desnaturalizantes 

de agarosa al 1.2% con formaldehido  y la electroforesis se realizó a 80 V durante 90  min. 



37 
 

Reacción de transcripción reversa  

Para la generación de ADN complementario a partir de los extractos de ARN total, se tomó 1 

µg de ARN de cada muestra y se les trató con DNAsa RQ1 (Promega) (1 µL por µg de ARN), 

se les adicionó el buffer RQ1 y se incubaron durante 30 min a 37°C. Para detener la reacción 

se adicionó una solución de paro y se incubó 10 min a 65°C. Este ARN tratado con DNAsa 

RQ1 se incubó con Retrotranscriptasa (AMV Promega), buffer para la enzima, dNTPs (0.8 

µM) y  oligo-dT y dicha reacción se sometió a los siguientes ciclos en un termociclador Bio-

Rad; 22°C 10 min, 42°C por 1 h, 95°C por 5 min y 5°C durante 5 min. 

Reacción en cadena de la polimerasa cuantativa (qPCR). 

Para cada reacción de qPCRs, se usaron 2.5 µg de ADNc, 4 picomoles de oligonucleótidos 

específicos para cada condición, 0.5 µM de dNTPs, polimerasa kappa, buffer de la polimerasa 

con 2.5 mM de magnesio y 1 µL Sybergreen (Sigma). Todos los oligonucleótidos diseñados 

para la PCR cuantitativa amplifican de la manera más óptima a 60°C productos de entre 100 y 

200 pares de bases. Usando el termociclador OneStep, los ciclos para llevar a cabo las 

reacciones fueron: 1 ciclo a 94°C durante 5 min, 40 ciclos a 94°C por 30 seg, 60°C por 40 seg 

y 72°C por 30 seg y finalmente el ciclo final se realizó a 72°C durante 5 min. Cada reacción 

se realizó por triplicado usando como control negativo agua y los resultados finales se 

obtuvieron con 2 réplicas biológicas. 

Tabla de oligonucleótidos  

Utilizando el programa PRIMER BLAST de la base de datos “National Center for 

Biotechnology Information” (NCBI) (Ye et al., 2012), se diseñaron los oligonucleótidos 

específicos para cada región génica que fueron usados para ensayos de RT-PCR. 

 

Nombre Secuencia 
Tamaño del 

amplicón 

ASF1 
Fw CTGAGGGGCGACACATCTTT 

109 pb 

Rev CGGTAGGAGCAGGTAAGCAG 
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l(3)76BDm 
Fw CCGAGGGAGTGACGAACAAA 

160 pb 

Rev AGATCGCCCAACTTTCGTGT 

RP49 
Fw GCATACAGGCCCAAGATCG 

113 pb 

Rev GGGTACAATTTGGCACAATCC 

Robl 
Fw AATGTCGCAGGAGGTTGAGG 

149 pb 

Rev CTGACTCATTAGGCCAGCGT 

CTCF 
Fw GCCAACTCCAAGATCAGTG 

93 pb 

Rev GCCATCGACCTCGTTTTC 

ASF1 CRISPR 
1 Fw TCCGTAATGCCGCTGAAACT 246 pb sin 

eliminaciones 2 Rev TTCGCACAAATGGTGACAGC 
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7. RESULTADOS 

 

Unión de CTCF a la región  intergénica 5’ de asf1. 

A partir de los datos publicados por el grupo de Corces (Bushey et al., 2009), identificamos 

que la señal de CTCF se encuentra enriquecida en la región intergénica 5’, cercana al sitio de 

inicio de la transcripción de asf1 en D. melanogaster, a comparación de sitios vecinos. 

Sabiendo que CTCF está enriquecido en esta región decidimos comprobar si la unión de 

CTCF a dicha región, tiene un papel en la regulación de la transcripción de asf1.  

Los datos de ChIP-seq sugieren que CTCF se une a la región 5’de asf1, pero no 

indican a que motivos en el ADN lo hace.  Debido a que CTCF reconoce motivos consenso en 

el genoma de Drosophila para su unión a cromatina, se utilizó la base de datos de insectos 

JASPAR (Mathelier, 2013),  para definir la localización de estos motivos en la región 5’ de 

asf1. Se introdujo la secuencia intergénica entre l(3)76BDm y asf1 en JASPAR y se 

obtuvieron tres sitios probables de reconocimiento del factor nuclear CTCF cercanos al sitio 

de inicio de la transcripción de asf1 (Figura 14).  

Como una aproximación inicial, con ensayos in vitro, se decidió comprobar si CTCF 

era capaz de unirse a estos motivos, a través de ensayos de retardo en la movilidad 

electroforética (EMSA). Por medio de estos ensayos se puede demostrar la existencia de 

interacciones de la proteína de interés con ácidos nucleicos. Esta técnica se basa en la 

observación de que la movilidad electroforética de complejos formados por la unión de 

proteína-ADN, es menor en comparación de ácidos nucleicos libres donde no se une la 

proteína. Tomando como referencia la secuencia intergénica entre l(3)76BDm y asf1, se 

diseñaron dos pares de sondas complementarias de oligonucleótidos de ADN que contienen 

los motivos predichos de unión a CTCF. En cada una de estas sondas, los motivos de unión de 

CTCF se encuentran en la parte central de cada una de ellas, pues además de las 15 pares de 

bases principales para el reconocimiento por CTCF, se necesitan de aproximadamente 50 

pares de bases en total, para la unión correcta de los dedos de zinc a ambos lados de la 

secuencia central (Nakahashi et al., 2013).  
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 B 

 A 

En la Figura 15 se muestran las secuencias de ADN utilizadas para el diseño de las 

sondas y la ubicación de  los motivos de unión de CTCF en cada una de estas. La sonda 1 

contiene a los sitios 1 y 2 predichos, mientras que la sonda 2 contiene los sitios 2 y 3, los 

cuales se sobreponen en cuatro pares de bases.  

  

 

Proteína de 

 unión 
Score 

Secuencia predicha 

5’-3’ 

CTCF 1 7.328 ACGACAAGTGGCGGA 

CTCF 2 6.188 GCAAGTGGTGGCGAA 

CTCF 3 5.950 CCGTTCGGTGTCGCA 

Figura 14. Motivos de unión de CTCF a la región intergénica 5’ de asf1. A) Localización de tres motivos de 

unión de CTCF predichos por el análisis  de la base de datos JASPAR (Mathelier, 2013). Estas secuencias se 

encuentran cercanas al sitio de inicio de la transcripción de asf1. B) Secuencias de los motivos de unión de 

CTCFen esta región. El score se refiere a la similitud de la secuencia analizada comparada con las secuencias de 

nuceótidos más frecuentes a los que une un factor transcripcional. C) Logo del motivo consenso de 

reconocimiento por CTCF en D. melanogaster. 

 

 

Figura 15. Diseño de las sondas de ADN para los EMSAs. Las secuencias que se usaron para el diseño de las 

sondas se encuentran  río arriba del sitio de inicio de la transcripción de asf1. Cada una de las sondas, contiene 

dos motivos de unión para CTCF (cajas rojas) predichos por la base de datos JASPAR e indicados en las cajas 

rojas. La sonda 1 (morado) contiene los sitios 1 y 2 y consta de  60 pares de bases de ADN, mientras que la 

sonda 2 (negro) contiene los sitios 2 y 3 y abarca 58 pares de bases.  

 C 

l(3) 76BDm 

l(3) 76BDm 

asf1 

asf1 
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Las sondas de oligonucleótidos se marcaron con 32P y se realizaron los ensayos de 

retardo. Se usaron dos aproximaciones para demostrar la especificidad de la unión de CTCF 

con estas sondas: 1) Se usaron sondas de oligonucleótidos competidoras y 2) Se hicieron 

super-retardos con un anticuerpo específico contra CTCF de D. melanogaster. Como 

competidores se usaron sondas  frías: las propias sondas 1 y 2, una sonda de la región Fab8, 

que une a CTCF con gran eficacia (Moon et al., 2005) y una sonda de una región intergénica 

cercana al sitio de inicio de la transcripción de Notch. Por ensayos en nuestro laboratorio, 

hemos demostrado que esta última sonda también  une a CTCF. Todas estas sondas 

competidoras se usaron en concentraciones crecientes que exceden a las sondas marcadas 

radioactivamente, a concentraciones  de 60 ng (100 veces más), a 75 ng y 90 ng.  Finalmente, 

para los super-retardos se utilizaron un anticuerpo específico contra CTCF (anti-dCTCF) y 

como control negativo el anticuerpo IgG anti-conejo, para comprobar que CTCF es parte de 

los complejos de ADN-proteína formados.  

En la Figura 16 se muestra el resultado del ensayo de retardo utilizando a la sonda 1. 

En el carril 1 se puede observar como migra la sonda 1 marcada con 32P cuando no 

interacciona con proteína alguna. En los carriles 2, 6 y 10, se incubó la sonda 1 marcada 

radioactivamente con 15 µg de extracto de proteínas nucleares de la línea celular S2R+ y 

puede observarse que  alguna proteína nuclear  interacciona con la sonda y forma un complejo 

proteína-sonda, ya que la sonda migra más lentamente que cuando la sonda está libre. La 

señal de la sonda se pierde cuando se incorporan los distintos competidores (la propia sonda, 

sonda Notch y sonda Fab8). La sonda que mejor compite es la sonda 1 pues la señal del 

complejo desaparece desde los 60 ng de competidor (carriles 3, 4 y 5). La siguiente mejor 

competidora es la sonda Notch (carriles 7 y 9) y por último la sonda Fab8  (carriles 11, 12 y 

13). Que la sonda Fab8 compita con la menor eficiencia, podría deberse a que CTCF puede 

reconocer ambas sondas con la interacción de distintos dedos de zinc en cada una de ellas. En 

el carril 14 se muestra el super-retardo, donde se demuestra que en dicho complejo de 

proteína-sonda participa CTCF. En esta muestra se utilizó el anticuerpo anti-dCTCF, que 

ocasiona que se disminuya la intensidad de la señal radioactiva del complejo y aparece una 

banda, que migra más lentamente. Es en esta banda que el anticuerpo está uniéndose al 

complejo, lo cual retarda su movilidad electroforética. 

Estos resultados indican que CTCF puede unirse al motivo 1 de la sonda 1. El motivo 

2 se encuentra en la porción final de la sonda y resulta menos probable que CTCF pueda 
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unirse correctamente a esta secuencia, debido a que son necesarias más bases a los lados de la 

secuencia central.  

FIGURA 16. Ensayo de retardo de movilidad electroforética de la sonda 1.  En los carriles 2, 6 y 10 se 

puede observar que se forma un complejo de la sonda 1 radioactiva con proteínas del extracto nuclear de la línea 

celular S2R+ (flecha negra). En los carriles 3, 4 y 5  se usa como competidor a la propia sonda en exceso, en los 

carriles 7, 8 y 9 se usa la sonda competidora Notch, mientras que en los carriles 11, 12 y 13 la sonda competidora 

Fab8, en el carril 14 es el super-retardo usando un anticuerpo anti-dCTCF (flecha roja). 

 

En la Figura 17 se muestra el resultado del ensayo de la sonda 2. En el carril 1 se 

muestra la migración de la sonda 2 libre. En los carriles 2 y 11 se puede observar que algunas 

proteínas del extracto nuclear pueden reconocer esta sonda, lo que permite la formación de 

dos complejos. En los carriles 3 y 4  se usa como competidor la propia sonda en exceso y se 
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observa que la señal desparece desde los 60 ng. Cuando se usan los competidores Notch 

(carriles 5, 6 y 7) y Fab8 (carriles 8, 9 y 10) se observa que la intensidad de las marcas 

radioactivas de ambos complejos disminuye, en ambas condiciones. Finalmente en el carril 

11, se muestra el super-retardo, donde el anticuerpo anti-dCTCF secuestra a dichos 

complejos, disminuyendo así la señal  de las bandas de menor movilidad. Estos datos sugieren 

que CTCF se une a secuencias en el ADN de ambas sondas o al menos forma parte de los 

complejos de ADN-proteínas observados en los ensayos de movilidad electroforética. El que 

CTCF sea parte de las proteínas de estos complejos se corrobora con los super-retardos 

FIGURA 17. EMSA de la sonda 2. Se forman dos complejos entre  la sonda 2 radioactiva y proteínas del 

extracto nuclear de la línea celular S2R+ (carriles 2 y 11. Flechas negras).Competidores: la propia sonda en 

exceso (carriles 3 y 4), la sonda Notch (carriles 5, 6 y 7) y la sonda Fab8 (carriles 8, 9 y 10). Se muestra el super-

retardo con el anticuerpo anti-dCTCF (carril 12) y con el anticuerpo IgG, como control negativo (carril 13). 



44 
 

Generación de la mutación del motivo de unión 1 a CTCF. 

CTCF puede reconocer y unirse a las sondas 1 y 2. Para evaluar el papel que tiene este factor 

en la regulación de asf1 se mutó el motivo 1 de unión a CTCF en la línea celular S2R+. 

Además, se analizó el efecto sobre la transcripción de l(3)76BDm, ya que la distancia entre 

ambos es de 379 pares de bases y se ha sugerido que CTCF podría tener un papel en la 

regulación diferencial de genes divergentes (Smith et al., 2009). No se mutaron los otros 2 

motivos, ya que se encuentran muy cercanos al sitio de inicio de la transcripción de asf1 y la 

unión de otros factores necesarios para el inicio de la transcripción podría ser afectada. Para 

lograr dicho objetivo, procedimos a mutar el motivo de unión 1, por medio de la técnica 

CRISPR-Cas9.  

Para este trabajo utilizamos un plásmido (pAc-sgRNA-Cas9) que codifica para la Cas9 

y un sgRNA específico para el reconocimiento de parte de motivo 1 de CTCF (ver Materiales 

y Métodos). Para el diseño del sgRNA, se usó la página http://crispr.mit.edu/, la cual muestra 

secuencias que pueden ser utilizadas para la técnica CRISPR-Cas9, ya que toma en cuenta 

tanto las secuencias PAM, como que haya una baja probabilidad de blancos inespecíficos en 

el genoma.  

Con este análisis,  se obtuvo como posible secuencia blanco, una región de 20 

nucleótidos que abarca la mayor parte del motivo 1 de CTCF (Figura 19). Esta secuencia se 

clonó dentro del plásmido pAc-sgRNA-Cas9, que se transformó en bacterias E. coli Top 10 

competentes y posteriormente se transfectó en la línea celular S2R+ (línea celular embrionaria 

de D. melanogaster). Esta línea celular tiene un nivel de expresión alto de asf1, lo que nos 

permitiría evaluar si las mutaciones en la región de estudio afectan la expresión de dicho gen.  

Las transfecciones se realizaron usando diferentes condiciones que influyen sobre la 

eficiencia de la transfección: se transfectó 1 µg/µL de plásmido en 3X105 células o 5X105  

células S2R+ y a estas se les adicionaron 2, 5 o 10 µg/mL de puromicina, para seleccionar 

positivamente la integración del vector. Para evaluar las mutaciones resultantes, se llevaron a 

cabo ensayos de PCR a partir de ADN genómico obtenido de colonias celulares transfectadas 

con el plásmido y de las correspondientes células control no transfectadas. Para ello se usaron 

un par de oligonucleótidos que en células control amplifican 246 pares de bases que contienen 

el motivo de unión 1 a CTCF y abarcan parte la región codificante de asf1 y parte de la región 

intergénica (Figura 18). El cambio en el tamaño de los amplicones en las células 



45 
 

transfectadas refleja la naturaleza de las mutaciones resultantes (inserciones y eliminaciones). 

La ventaja de esta técnica, es que pueden generarse eliminaciones de 1 hasta 

aproximadamente 50 o más pares de bases.  

Para darnos una idea general del tamaño de las mutaciones obtenidas, se usaron geles 

de acrilamida al 5% y se realizó la electroforesis durante 2 h a 150 V. Esta metodología 

permitió apreciar diferentes bandas con diferencias de tamaño de aproximadamente 10 pb. 

Las condiciones que tuvieron las mejores eficiencias de transfección fueron aquellas donde se 

usaron 3X105 y 5X105 células con 5 µg/mL de puromicina. En la Figura 18 muestro que en 

los eventos de mutación hubo tanto eliminaciones de nucleótidos como inserciones, a 

comparación de condiciones control, donde se evaluaron células S2R+ que no fueron 

transfectadas con el plásmido que contiene al sistema CRISPR-Cas9.  

Figura 18. Productos derivados del sistema CRISPR-Cas9 en la línea celular S2R+. Se evaluó la naturaleza 

de las mutaciones resultantes de la transfección del sistema CRISPR-Cas9 mediante análisis por PCR. A) Para la 

amplificación de la región que contiene al motivo 1 de CTCF (caja roja), se usaron dos oligonucleótidos: Primer 

Fw y Primer Rev (azul claro), que en células control amplifican 246 pares de bases. B) Productos que se 

obtuvieron de la transfección en la línea celular S2R+ con diferentes condiciones de transfección y selección. En 

los carriles 2 y 3 se usaron 5X105 células y en los carriles 4 y 5, 3X105 células, tanto con 5 µg/ml de puromicina 

como sin ella.  Puede observarse que a diferencia de las células control (carril 1), que solo dan un amplicón de 

246 pares de bases (flecha roja), en los carriles 3 y 5 existen poblaciones celulares con mutaciones de diferente 

naturaleza, ya que tienen productos de amplificación tanto de menor como de mayor tamaño, indicando 

inserciones y eliminaciones respectivamente.  



46 
 

Con el fin de comprobar la naturaleza de las mutaciones a nivel de secuencia, se 

recuperó el ADN de las bandas correspondientes a la amplificación de esta región, tanto de 

células control, como de las bandas de menor tamaño de las células transfectadas. El ADN 

recuperado se clonó en plásmidos pGEM T-Easy (Promega) y se transformaron en bacterias 

E. coli Top10 competentes. Los plásmidos purificados se secuenciaron en la unidad de 

Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM. Las eliminaciones 

resultantes (Figura 19), remueven parte del motivo de unión 1 a CTCF y van desde 13 hasta 

65 pares bases. Además, las secuencias a ambos lados de las eliminaciones son iguales a las 

de la condición control y corresponden perfectamente a la de esta región anotada en  el 

“Genome Browser” de la Universidad de California Santa Cruz. Esto indica que, no se 

generaron mutaciones en las secuencias aledañas, corroborando la especificidad de los 

sgRNAs diseñados. 

Figura 19. Eliminaciones en el motivo 1 de CTCF generadas con la técnica CRISPR-Cas9. El RNA guía de 

la Cas9 utilizado, es complementario a 20 nucleótidos en el genoma de D. melanogaster, de los cuales 11 

abarcan parte del motivo 1 de CTCF, incluyendo la secuencia “core” (nucleotidos principales para el 

reconocimiento de CTCF). En amarillo se muestra la secuencia PAM y en la línea rosa está el sitio de inicio de 

la transcripción de asf1 (azul), predicho por la base de datos Flybase. Los productos de PCR obtenidos de las 

bandas de menor tamaño a la control, resultaron en eliminaciones que van de 13 a 65 pares de bases. Todas ellas 

remueven ocho nucleótidos del motivo 1 de CTCF. Para la amplificación por PCR de estos productos, se usaron 

dos oligonucleótidos: Primer Fw y Primer Rev (azul claro), que en células control amplifican 246 pares de bases. 

 

Las secuencias mutadas obtenidas muestran que la técnica CRISPR-Cas9, usando el 

sgRNA descrito, ha sido eficaz en la eliminación de parte del motivo 1 de CTCF y ha 

generado mutaciones de distintos tamaños. Estas secuencias, al ser analizadas en la base de 

datos JASPAR, ya no contienen el sitio de unión 1 a CTCF en esta región. Esto nos servirá 
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para saber si la unión de CTCF a este motivo tiene un efecto en la regulación de la 

transcripción de asf1 en un contexto in vivo. Además, a diferencia del uso de un RNA de 

interferencia que afectaría la expresión de CTCF de manera global,  los resultados obtenidos 

con estas mutaciones serán específicos de la unión de CTCF a esta región del genoma. 

 

La eliminación de parte del motivo 1 de CTCF impide la unión de este factor.  

Con el fin de validar que la mutación del motivo 1 de CTCF afecta su unión a esta región, 

realizamos ensayos de retardo de movilidad electroforética con una sonda que contiene una de 

las mutaciones obtenidas. Para evitar la probabilidad de que se esté afectando la unión de 

otros factores transcripcionales al ADN, se eligió probar la mutación que corresponde a la 

eliminación del segmento de menor tamaño del motivo 1 de unión a CTCF. Se diseñó una 

sonda de 50 pares de bases, tomando como molde la sonda 1 usada anteriormente, pero en 

este caso, llevando una remoción de 13 pares de bases, para demostrar que con tan sólo esta 

pequeña eliminación se pierde la unión de CTCF en el motivo 1. El diseño de la sonda y los 

resultados obtenidos se muestran en la Figura 20. 

 Para el EMSA se usaron, tanto la sonda 1 como la sonda mutante marcadas 

radioactivamente. Ninguna de las sondas forma complejo alguno cuando no se incuban con 

proteínas (carriles 1 y 9). Ambas, al incubarse con los extractos nucleares proteicos de células 

S2R+ forman un complejo que migra a una altura similar, sugiriendo que las sondas 

reconocen a las mismas proteínas. Sin embargo, la intensidad de la señal del complejo en la 

sonda mutante (carril 6) es mucho menor comparando la intensidad del complejo que se 

forma con el de la sonda 1 (carriles 2 y 5). Además, al usar el anticuerpo  que reconoce 

específicamente a CTCF, en ambas condiciones se observa un super-retardo (carriles 3 y 7), 

confirmando que la proteína CTCF es parte de dichos complejos y estos retardos no se 

generan al usar el anticuerpo IgG de conejo (carriles 4 y 8). Estos ensayos se realizaron por 

duplicado. 
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Figura 20. Ensayo de movilidad electroforética de la sonda mutante. A) Respecto a la sonda 1, la sonda 

mutante carece de 13 pares de bases, que corresponden a la eliminación más pequeña obtenida por CRISPR-

Cas9 en la línea celular S2R+. Se elimina parte del motivo de unión 1 a CTCF. B) Migración de la sonda 1 libre 

(carril 1). Se incubó la sonda 1 con extractos proteicos nucleares de células S2R+(carriles 2  y 5). Super-retardo 

de la sonda 1con el anticuerpo anti-dCTCF (carril 3). Anticuerpo inespecífico IgG de conejo como control del 

super retardo (carril 4). Sonda mutante con extractos proteicos nucleares  (carril 6), nótese que se observa la 

formación de un complejo, el cual cambia la velocidad de migración al hacerse el super-retardo con el anticuerpo 

anti-dCTCF (carril 7). Pero la migración del complejo no cambia cuando se usa el control IgG (carril 8) y la 

sonda libre no forma complejo alguno (carril 9). Con esto se demuestra que en la sonda mutante, CTCF se une 

menos eficazmente que cuando el motivo 1 se encuentra intacto. 
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Con estos resultados se valida que CTCF es capaz de reconocer el motivo 1 predicho 

por la base de datos JASPAR y que la mutación de este, reduce la unión de dicho factor a esta 

región. Cabe mencionar que algunas de las razones por las que la unión de CTCF no se 

elimina totalmente en la sonda mutante podría deberse a que: 1) aún se mantienen algunos 

nucleótidos clave (parte del “core”) para el reconocimiento de dicho factor, 2) como sucede 

en humanos (Filippova et al., 1996), algunos de los dedos de zinc pueden reconocer  

nucleótidos río arriba de la región “core” o 3) parte del motivo 2 está presente en la sonda 

mutante. Sin embargo la unión de CTCF se reduce y en un contexto de cromatina (células) 

esta unión podría no estarse dando o se estaría viendo afectada en gran medida. 

Si observamos cambios en la expresión de asf1 en poblaciones celulares que contienen 

las eliminaciones del motivo 1 de unión a CTCF, los resultados obtenidos en este último 

ensayo EMSA, nos darán la certeza de que CTCF si participa en la regulación de asf1 por su 

unión específica a esta región del genoma. 

 

Regulación de la expresión de asf1 por el factor CTCF. 

Para evaluar si la expresión de asf1 y de l(3)76BDm se afecta con la eliminación mínima (13 

pb) del motivo 1 de unión de CTCF, se obtuvieron poblaciones celulares enriquecidas de 

manera individual con las mutantes. Esto se logró haciendo diluciones clonales de las células 

con la condición de transfección de 3X105 células con 5 µg/ml de puromicina para la 

selección. De las diluciones que se hicieron, una de ella se encuentra enriquecida en casi su 

totalidad, con células que tienen una eliminación de aproximadamente 20 pares de bases. A 

pesar que la población celular utilizada aun tiene células con mutaciones de diferente tamaño, 

consideramos que la mutante de nuestro interés se encuentra lo suficientemente enriquecida 

para obtener datos confiables del papel de CTCF en esta región. Cabe aclarar que se utilizó 

esta población, debido a que las clonas celulares con regiones eliminadas de menor tamaño 

(13 pares de bases) se encontraban muy poco enriquecidas. La obtención de estas aun se 

encuentra en proceso y cuando las obtengamos se realizarán los mismos ensayos que con la 

eliminación de 20 bases.  El análisis  de los fragmentos que contienen la eliminación de la 

región de CTCF de las poblaciones celulares S2R+  enriquecidas con diferentes eliminaciones 

se muestra puede ver en la Figura 21.  
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Figura 21. Clonas celulares utilizadas para los ensayos de PCR cuantitativa. En el último carril (estrella 

roja), se muestra la colonia celular de S2R+ utilizada para evaluar el efecto de la eliminación del motivo de 

unión 1 de CTCF. Esta pobación celular está enriquecida con una mutante que carece de aproximadamente 20 

pares de bases a comparación con las células control (WT). En los carriles centrales se muestran clonas que 

contienen diferentes mutaciones obtenidas por la técnica CRISPR-Cas9.  

 

Para evaluar la expresión de asf1 y l(3)76BDm, se extrajo ARN total de la clona 

celular seleccionada y de células S2R+ control para hacer transcripción reversa y finalmente 

PCR cuantitativa. Como control de expresión constitutiva se utilizó el gen rp49 que produce 

la proteína ribosomal 49. Estos ensayos se realizaron con dos muestras biológicas 

independientes, cada una por triplicado.  

En la Figura 22 se muestran los niveles de expresión de la población celular con la 

eliminación comparada con células control. Cuando se elimina parte del motivo de unión a 

CTCF, los niveles de expresión de ambos genes aumentan. La expresión de asf1 aumenta 

poco más del doble, mientras que la de l(3)76BDm aumenta aproximadamente cinco veces 

más. Cabe mencionar que los datos muestran la expresión relativa, es decir los valores se 

normalizaron utilizando la expresión de rp49.  

En resumen, con estos resultados se confirma que la unión de CTCF al motivo 1 tiene 

un papel en el control de la transcripción del gen de la chaperona de histonas ASF1, así como 

en el gen que se encuentra río arriba, l(3)76BDm. La ausencia de este motivo permite que 

ambos genes incrementen su expresión. Esto indica que CTCF podría ser importante para la 

regulación diferencial de genes divergentes en D. melanogaster, además de que por sus 

funciones ya descritas, CTCF estaría ejerciendo dicha regulación, permitiendo que la región 
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promotora de cada uno de estos genes se contacte con elementos regulatorios, como 

potenciadores, que permitan este aumento en su expresión. Sin embargo para confirmar esto, 

aun deben realizarse otros ensayos.  

Figura 22. Cambio en la expresión de asf1 y l(3)76BDm con la eliminación del motivo 1 de unión al factor 

CTCF. En la figura de la izquierda se muestra la expresión de asf1 en condiciones normales (WT), en células 

S2R+ y se observa como este gen se sobre-expresa en la población celular que contiene la mutante al motivo de 

unión. Lo mismo sucede con l(3)76BDm  (figura derecha). Para el análisis estadístico de usó una prueba t-

student. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0.0024 



52 
 

8. DISCUSIÓN 

 

La regulación transcripcional debe ser finamente controlada durante el desarrollo de un 

organismo, ya que la habilidad de las células para crecer, diferenciarse y responder ante 

diversos estímulos requiere de la expresión espacio-temporal coordinada de cientos de genes 

(Schertel et al., 2015). Un mecanismo efectivo del control de la transcripción génica involucra 

una combinatoria de factores transcripcionales, la ARN polimerasa, la modulación de la 

estructura de la cromatina  y otros reguladores que deben unirse a elementos en el ADN 

(Cave, 2011). Entre los factores transcripcionales, el factor nuclear CTCF contribuye de 

manera indispensable a la regulación de la expresión de genes y  la organización 

tridimensional del genoma.  

A pesar de que CTCF tiene un papel como organizador global de la cromatina,  ha 

sido asociado también a la regulación de genes de manera individual. Los resultados 

mostrados en este trabajo son uno de los pocos ejemplos en la literatura donde se demuestra 

que CTCF está  involucrado directamente en la regulación de un gen indispensable para el 

desarrollo de Drosophila. Esto es relevante pues la mayoría de los estudios han analizado los 

cambios en el genoma completo ante la disminución de CTCF, usando ARNs de interferencia 

o aboliendo totalmente su expresión (Schwartz et al., 2012; Van Bortle et al., 2012). Sin 

embargo, existen otros ejemplos de cómo CTCF regula genes específicos en vertebrados (Bell 

et al., 1999; Guo et al, 2015; Narendra et al, 2015).   

Las proteínas de unión a “insulators” están involucradas en la regulación de la 

expresión de genes a través de la formación de asas y es posible que el establecimiento de 

dominios por medio de estos elementos, se requiera durante el desarrollo para crear perfiles de 

transcripción durante la especificación celular (Bushey et al., 2009). La proteína de unión a 

secuencias “insulator” CTCF se une de manera ubicua en sitios conservados en el genoma, sin 

embargo, muchos otros sitios a los que se une varían de célula a célula, lo que indica que 

juega un papel importante en el mantenimiento de la diversidad fenotípica (Torrano et al., 

2005). Las mutaciones nulas de CTCF en D. melanogaster son letales, mientras que las 

hipomórficas resultan en fenotipos homeóticos (Mohan et al., 2007). Uno de los genes que 

podría estar involucrado en los problemas de desarrollo ante mutaciones de CTCF, es el gen 

asf1, dado su papel multifuncional como chaperona de histonas. Por esta razones quisimos 
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dilucidar si la unión de CTCF a la región intergénica 5’ de asf1 es necesaria para regular la 

expresión de este gen. 

Los datos de ChIP-seq (Bushey et al., 2009) indican que CTCF está enriquecido en la 

región intergénica 5’ de asf1, pero no nos dicen a que región específica del genoma se une. 

Para definir la región a la que une CTCF buscamos los motivos de unión consenso que podría 

reconocer esta proteína, usando la base de datos JASPAR (Mathelier, 2013; Figura 14). Con 

esta aproximación definimos que existen tres sitios de unión probables cercanos al sitio de 

inicio de la transcripción de asf1, a los que podría unirse CTCF. Mediante ensayos de retardo 

en la movilidad electroforética (EMSAs) demostramos que CTCF es capaz de reconocer y 

unirse a la sonda 1 (contiene al motivo 1 y a motivo 2 de unión a CTCF) y a la sonda 2 

(contiene a los motivos 2 y 3) (Figura 15). Ya que la sonda 2 contiene motivos de unión a 

CTCF que están dentro del sitio de inicio de la transcripción de asf1, predichos por la base de 

datos flybase, decidimos no mutar esta región, pues podríamos afectar la unión de factores 

transcripcionales necesarios para la unión de la ARN polimerasa II.  

Una ventaja de haber realizado los EMSAs es que nos permitió delimitar los motivos 

de unión que reconoce CTCF y al usar poblaciones celulares S2R+ que contienen las  

mutaciones del motivo 1 de unión a CTCF, sabemos que los cambios en la expresión de asf1 

se ven afectados por la reducción de la unión de CTCF al motivo 1 de unión. Podemos 

observar también que se reduce la unión de CTCF en la sonda mutante en comparación con la 

sonda 1 (Figura 20). El hecho de que no se elimine por completo esta unión puede deberse a 

tres factores: 1) a pesar de que se elimina parte del motivo 1, aún quedan los nucleótidos 

principales (“core”) para el reconocimiento de CTCF. 2) CTCF podría unirse con menor 

afinidad, ya que se ha comprobado que algunos de los dedos de zinc de este factor pueden 

unirse a regiones vecinas del motivo principal de reconocimiento (Nakahashi et al., 2013). 3) 

en la porción 5’ de la sonda 1, parte del motivo 2 de unión a CTCF permanece y CTCF podría 

estarse uniendo a este, a pesar de que sean necesarias aproximadamente 50 pares de bases 

para que la unión de CTCF sea estable (Nakahashi et al., 2013). Además, para estar seguros 

de la pérdida de la unión de CTCF al motivo previamente descrito, aún es necesario realizar 

ensayos de inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP), que confirmarán que dicha unión se 

pierde o reduce en un contexto cromatínico, es decir in vivo. 

Por medio de la técnica CRISPR-Cas9 logramos la eliminación de una parte de uno de 

los tres motivos de unión a CTCF, que se encuentran río arriba del sitio de inicio de la 



54 
 

transcripción de asf1. Con la eliminación específica del motivo de unión 1 a CTCF, la 

diferencia de expresión de asf1 corresponde a cambios en la unión de CTCF en esta región 

específica del genoma, lo cual no sucedería con el uso de ARNs de interferencia contra 

CTCF, ya que la unión de dicho factor a numerosos sitios en el genoma se vería alterada. 

Cabe mencionar que estos resultados nos dan una primera aproximación para dilucidar 

la manera en que CTCF participa en esta región regulatoria, pues demostramos que su unión 

es necesaria para regular los niveles de ARNm de asf1 y L(3)76BDm que se expresan. Sin 

embargo, es indispensable complementar con otros ensayos que confirmen el mecanismo por 

el cual actúa CTCF. Para los ensayos futuros es importante usar poblaciones celulares que 

contengan una sola de las mutaciones. Asimismo, deben realizarse ensayos que indiquen con 

que otros factores se asocia CTCF para lograr dicha regulación y  las regiones regulatorias 

génicas que interaccionan. 

Los efectos observados sobre el aumento en la expresión de asf1 podrían explicarse 

por las diferentes propiedades de CTCF dentro de los mecanismos propuestos para sus 

funciones.  

Ha sido ampliamente descrito que este factor nuclear está involucrado en la 

organización del genoma, gracias a su capacidad de mediar interacciones tridimensionales 

entre regiones de cromatina, a través de la formación de asas, en los diferentes organismos en 

los que se encuentra presente. CTCF puede permitir o evitar la interacción entre promotores y 

regiones regulatorias, concretamente con potenciadores y silenciadores, dependiendo de la 

naturaleza de los sitios que entran en contacto gracias a la acción de este factor. (Ohlsson et 

al., 2001; Ong y Corces, 2014). De hecho, se ha sugerido que las asas mediadas por CTCF 

demarcan dominios regulatorios de genes regulados por potenciadores (Oti et al., 2016). 

Diversos estudios han demostrado que mediante la inversión o eliminación de los 

motivos de unión a CTCF, por medio de la técnica CRISPR-Cas9, ocurren cambios en las 

interacciones de promotores y potenciadores e incluso la organización tridimensional del 

genoma se modifica (Guo et al, 2015; Narendra et al, 2015). En la  línea celular Kc162 de D. 

melanogaster, alrededor de un 70% de las regiones ocupadas por CTCF pertenecen a 

promotores y potenciadores  y se ha propuesto además, que la presencia de CTCF afecta las 

interacciones y la arquitectura del genoma por medio de estos elementos regulatorios 

(Cubeñas-Potts et al, 2016). La ocupación de CTCF en el motivo 1  en la región intergénica 5’ 
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de asf1 podría estar promoviendo la interacción entre el promotor y un silenciador o podría 

prevenir la interacción del promotor con un potenciador. Entonces cuando CTCF no se 

encuentra en esta región génica, las interacciones entre regiones regulatorias se ven afectadas 

y permiten que aumente la transcripción del gen (Figura 23).  

Asimismo, no solo se afecta la expresión de asf1. l(3)76BDm, que está divergente, a 

379 pares de bases y río arriba de asf1, también incrementa su expresión ante la pérdida del 

motivo 1 de unión a CTCF. Este aumento en la expresión de ambos genes podría suceder 

debido que las interacciones entre elementos regulatorios se ve afectada para estos genes 

(Figura 23). Cabe mencionar, que los patrones de expresión de asf1 y l(3)76BDm a lo largo 

del desarrollo son distintos.Mientras que la expresión de asf1 varía a lo largo del desarrollo, la 

de l(3)76BDm se mantiene constante a relativamente bajos niveles (Emmert, 2014), lo que 

indica que deben ser diferencialmente regulados.  Esto es importante, ya que CTCF tendría un 

papel en la regulación diferencial de genes divergentes, participando en el establecimiento de 

dominios de expresión distintos para cada uno de los genes, papel que en D. melanogaster 

aun no queda totalmente dilucidado (Smith et al., 2009; Xie et al., 2007). Esto no excluye la 

posibilidad de que el aumento en la expresión de asf1 influya también sobre la transcripción 

de otros genes, ya que está involucrada en procesos de ensamblaje y desensamblaje de 

nucleosomas y en el reclutamiento a genes específicos, por lo que aún debe realizarse otros 

ensayos para evaluar si los niveles de la proteína de la chaperona de histonas varían, así como 

el efecto global sobre otros genes.  

Es importante mencionar que este no es el único mecanismo por el que CTCF podría 

actuar en esta región génica. Otra opción es que la ocupación de la región intergénica 5’ de 

asf1 por CTCF interfiera con la transcripción, debido a que podría bloquear a la ARN 

polimerasa II y por lo tanto la transcripción. En vertebrados ha sido demostrado que CTCF 

puede interaccionar físicamente con la subunidad grande de la ARN polimerasa II y co-

localiza con ella en diversos sitios en el genoma. La mayoría de las secuencias donde se 

encuentran ambas no están siendo transcritas, sugiriendo que CTCF colabora con el 

estancamiento de la ARN polimerasa II (Chernukhin et al., 2007). Además, en Drosophila 

CTCF co-localiza con el exosoma, maquinaria de degradación de ARN, principalmente en 

promotores de genes transcritos de manera divergente (Lim et al., 2013), lo cual podría estar 

sucediendo en este caso. 
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Figura 23. Modelo de la regulación que ejerce CTCF sobre los genes asf1 y l(3)76BDm. Ya que CTCF 

participa en la formación de asas cromatínicas permitiendo o evitando el contacto entre distintos elementos 

regulatorios en el ADN, lo cual tiene consecuencias en la transcripción génica, se propone lo siguiente. A) 

Cuando CTCF se une río arriba del sitio de inicio de la transcirpción de asf1 (rojo), permite que tanto este gen, 

como el que se encuentra de manera divergente, l(3)76BDm (morado) se regulen de una manera diferencial. B) 

Cuando CTCF no se une a esta región, se formarían otras asas cromatínicas y por lo tanto, los contactos de los 

promotores de cada uno de estos genes, podrían estar contactando otros elementos regulatorios (cajas amarillas), 

como potenciadores, lo que promueve el incremento en la expresión tanto de asf1 como de l(3)76BDm (flechas 

negras). 

 

Finalmente, CTCF puede influir en el reclutamiento de otros complejos proteicos, lo 

que permite el mantenimiento de los dominios transcripcionales. Dentro de las proteínas que 

podrían estar regulando y manteniendo el dominio transcripcional de asf1 están los miembros 

de los complejos Polycomb y Trithorax, que son responsables del mantenimiento de la 

represión o la activación transcripcional respectivamente. CTCF es necesaria para el 

mantenimiento de la heterocromatina de dominios silenciados por Polycomb (Pc) en D. 

melanogaster. Cuando disminuyen los niveles de CTCF la marca represiva H3K27me3 

también se reduce en estos dominios (Van Bortle et al., 2012). Una opción es que CTCF sea 

requerida para mantener marcas de silenciamiento en la región regulatoria de asf1 y cuando 

no se une, permita el aumento en la transcripción por la disminución de estas marcas o porque 

pueda reclutar a un complejo activador.  Por esto, es importante definir con que otros factores 

transcripcionales y proteínas de unión a “insulators” interacciona la proteína CTCF que se 

encuentra en el motivo 1 estudiado en este proyecto. Definir estas interacciones nos dará más 

indicios de los mecanismos de regulación que está ejerciendo CTCF sobre asf1. 
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9. CONCLUSIONES 

o En la región intergénica 5’ de asf1 hay tres motivos de unión a los que CTCF puede 

unirse in vitro.  

o La  eliminación de parte del motivo 1 de unión a CTCF, en la región intergénica 5’ de 

asf1, reduce el reconocimiento y unión de CTCF a esta región.  

o En células S2R+ con mutaciones que eliminan parte del motivo 1 de unión a CTCF se 

incrementa la expresión de asf1 y l(3)76BDm a comparación de células silvestres. Este 

aumento en la expresión sugiere que la unión de CTCF en esta región es necesaria 

para la regulación transcripcional de ambos genes. 

 

 

10. PERSPECTIVAS  

Para dejar claros los mecanismos regulatorios de CTCF sobre asf1 serán necesarios futuros 

ensayos tanto en líneas celulares como en individuos de D. melanogaster en diferentes etapas 

del desarrollo. 

En primer lugar, deberá aislarse una clona celular S2R+, transfectada con el sistema 

CRISPR-Cas9 que contenga únicamente la eliminación de menor tamaño para confirmar los 

resultados de expresión obtenidos en este trabajo. También deben realizarse ChIPs, para 

asegurar que CTCF ha perdido su capacidad de unirse al motivo 1 en un contexto 

cromatínico, utilizando células control y la clona que contenga la eliminación de menor 

tamaño. 

Con el fin de identificar las regiones regulatorias que están en contacto con CTCF, 

deberán hacerse ensayos de captura conformacional de cromosomas, tanto en condiciones 

control (células con el motivo 1 de unión a CTCF intacto), como con células que tengan 

eliminado parte del motivo 1 de unión a CTCF, para observar como su ausencia tiene un 
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efecto en la organización tridimensional de la cromatina en esta región y encontrar así 

elementos regulatorios que afectan la expresión de asf1.  

Deben realizarse ChIPs para identificar la presencia de otros componentes de los 

complejos Polycomb y Trithorax que puedan estar involucrados en el establecimiento de este 

dominio transcripcional. 

Un aspecto muy interesante a evaluar es el efecto de la unión de CTCF a este motivo 

en individuos en diferentes etapas del desarrollo de  D. melanogaster. Con lo cual se conocerá 

si dicha unión es dependiente de la etapa del desarrollo, si la expresión de asf1 se ve 

modificada y  qué procesos celulares se ven afectados.  
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