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1. RESUMEN

La clase de rotiferos Bdelloidea ha sido objeto de estudio por el hecho de incluir
una gran cantidad de retrotransposones en las regiones subteloméricas de su
genoma. Uno de los retrotransposones recientemente descubiertos es Athena,
elemento perteneciente a la familia PLE (Penelope like-elements). Dicho elemento
ha sido controversial debido a la ausencia del dominio GIY-YIG caracteristico de la
familia PLE y a la presencia de un segundo marco de lectura abierto (ORF1) rio
arriba del ORF2. Por ahora lo unico que se conoce sobre este ORF1 es que es
transcripcionalmente activo en Adineta vaga y que el polipéptido para el que
codifica incluye una hélice superenrollada y sefiales de localizacién nuclear.

En el presente trabajo se probd la hipotesis de que este ORF1 se localizaria en el
nucleo celular. Para ello, se generdé una fusion de este gen con el que codifica
para la proteina fluorescente DsRed y se expresd de manera transitoria en células
HEK. Se determiné su distribucion celular a través de microscopia de
epifluorescencia y confocal.

Como resultados se muestra que la fluorescencia emitida por ORF1-DsRed se
localiza principalmente en el nudcleo de forma focalizada, aunque también se
encontré en el citosol. Esta distribucién contrasta con la de DsRed, que se
encontré distribuida en toda la célula. Se requieren mas experimentos para probar

la funcién de este novedoso ORF.



2. INTRODUCCION

Los rotiferos de la clase Bdelloidea comprenden 350 especies descritas en 18
géneros y se trata de una clase de invertebrados microscopicos acuaticos de
amplia distribuciéon. Son conocidos por su capacidad de reproducirse de manera
asexual por partenogénesis y sobrevivir ciclos repetidos de deshidratacién y

rehidratacién en cualquier etapa de su ciclo de vida (Ruppert et al, 2003).

El ADN gendmico de la mayoria de los eucariontes esta compuesto por una gran
cantidad de elementos genéticos moviles, especialmente retrotransposones, los
cuales se multiplican a través de un fragmento de RNA (Gladyshev y Arkhipova;
2007). Los rotiferos no son la excepcion y, a pesar de no contener elementos
genéticos moviles en las regiones con alta densidad de genes, su genoma incluye
una considerable variedad de retrotransposones en las regiones adyacentes a los
telomeros (Gladyshev y Arkhipva, 2010). Entre los retrotransposones reportados
en A. vaga, se encuentran los elementos Athena que pertenecen a la familia de
retrotransposones PLE (Penelope like-elements). Dichos elementos se
caracterizan por la ausencia de un dominio de endonucleasa GIY-YIG
caracteristico de la familia PLE y presencia de un segundo ORF el cual, a través
de analisis bioinformaticos se predice que incluye sefales de localizacion nuclear
y una hélice superenrollada (Gladyshev y Arkhipova, 2007).Este trabajo abordo la

hipotesis que predice que el producto del ORF1 se localiza en el nucleo celular.



3. ANTECEDENTES

3.1 Elementos genéticos moéviles del tipo transposén (TEs):

Se trata de segmentos de ADN con capacidad de transposicion, proceso que
consiste en que un segmento de ADN se mueve de un lugar del cromosoma,
llamado sitio donador, a otro sitio del mismo o de diferente cromosoma, llamado
sitio diana. En su estructura y organizacion, los transposones son muy variables;
sin embargo, la mayoria incluye secuencias de ADN repetitivo en cada extremo de
su estructura que sirven como sitio de union a la transposasa, enzima que cataliza
el proceso de transposicion. Cuando ocurre un evento de transposicion, una
secuencia corta del lugar de insercion (de 5 a 10 pares de bases) se duplica para
formar una secuencia corta repetida adicional que flanquea cada extremo del
transposon insertado. Estos segmentos duplicados son generados al momento de

insertarse un transposén en la nueva localizacién (Lenhinger et al., 2005).

En bacterias hay dos rutas generales para la trasposicién: 1) directa y 2)
replicativa. En la transposiciéon directa o simple, el transposon es escindido por
cortes en ambos extremos de su estructura y se desplaza hasta una nueva
localizacion. Este proceso deja un corte en la doble cadena del ADN donador, el
cual debe ser reparado. En el lugar de insercién se produce un corte en el ADN
por la accion endonucleasa, el transposon es insertado en este sitio, y durante
este evento el corte se repara mediante la accion de una ADN polimerasa,
duplicandose asi la secuencia del sitio diana. En la trasposicidon replicativa, los
eventos de escisién del transposén y su integracion a un segundo sitio son
similares a la transposicion simple, la diferencia estriba en que permanece una

copia completa del transposon en el sitio donador (Lenhinger et al. 2005).

Los transposones se pueden insertar dentro de los genes que codifican para
proteinas y pueden interrumpir completamente su funcién al romper su marco de
lectura, o bien se pueden insertar dentro de secuencias regulatorias de la
transcripcion o en regiones intrénicas donde su presencia puede modular la

expresion del gen (Watson et al. 2008). Es posible que los transposones sean la
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fuente mas comun de nuevas mutaciones en la mayoria de los organismos,
contribuyendo a su diversidad genética y evolucion (Koyama et al., 2013). Andlisis
comparativos de secuencias de genomas revelan que las secuencias relacionadas
a transposones pueden ocupar una gran fraccién del genoma de un organismo y
el contenido de transposones en diferentes organismos es altamente variable
(Watson et al. 2008).

3.2 Clasificacion de transposones:

Dependiendo del mecanismo de transposicion los TEs se clasifican en dos: La
clase | que son retrotransposones que se movilizan por transcripcion reversa de
un ARN intermediario, y la clase Il donde los transposones se movilizan
directamente de ADN a ADN (Rebollo et al. 2012).

3.2.1 Retrotransposones:

Las secuencias de estos elementos contienen repeticiones terminales largas
(LTR), y ORFs variables que codifican para una transcriptasa reversa, una
ARNasa H, una integrasa, una proteinasa y las proteinas gag, las cuales codifican
para elementos estructurales de un retrovirus (Eickbush y Jambururhugoda, 2008).

(Figura 1).

Existen dos grupos principales de retrotransposones: con y sin secuencias LTR en
sus extremos 5’ y 3’; ademas. Los que no incluyen LTR incluyen usualmente dos

marcos de lectura abiertos (Kazazian, 2004).
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Figura1: Estructura y relacioén filogenética de varios grupos de retrotransposones. Abreviaturas: ORF:
marco de lectura abierto; RT: retrotranscriptasa; EN: endonucleasa; RH: Dominio H RNAasa de la
transcriptasa reversa; PR: proteinasa; IN:integrasa; APE: endonucleasa apurinica; Uri, dominio similar
a la endonucleasa de algunos intrones moéviles del grupo I; YR,dominio con similitud a tirosina
recombinasas. Puntas de flechas sombreadas en cajas, repeticiones terminales largas (LTR) o
regiones complementarias internas (ICR) con identidad de secuencia con LTR; lineas delgadas,
regiones no traducidas de los elementos; AAA, colas de poli A (Eickbush y Jamburuthugoda, 2008)
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3.2.1.1PenelopeLike-Elements (PLE)

En 1997 fue descubierta una nueva familia de retrotransposones que fue
identificada inicialmente en Drosophila virilis. A estos retrotransposones se les
atribuy6 el fendmeno de la disgenesia hibrida (Evgen’ev et al., 1997). Dicho
retrotransposon fue llamado PLE (Penelope like-element). Dentro del género de
Drosophila se encontrd unicamente en D. virilis, sugiriéndose que este elemento
ha invadido recientemente esta especie y juega ahora un papel fundamental en la

estructura de su genoma y evolucién (Volff et al., 2001; Koyaima et al., 2013).



A través de varios estudios se ha mostrado que Penelope presenta una amplia
variabilidad de estructuras (Eickbush y Jamburuthugoda, 2008). Sus propiedades
estructurales y funcionales son las de un retrotransposon tipico, que consiste en
un ORF que codifica para una retrotranscriptasa (Garrido y Teijén, 2006) y una
endonucleasa con dominio GIY-YIG. Los retroelementos PLEs se insertan
aleatoriamente a lo largo delos genomas; sin embargo, se ha visto que prefieren
zonas ricas en AT (Arkhipova et al, 2013; Gladyshev y Arkhipova, 2007).

3.2.1.1.1 Subconjunto especializado de PLEs

Una nueva clase llamada Athena perteneciente a PLEs fue hallada en rotiferos
bdelloideos (A. vaga y Philodina roseola) y se caracteriza porque no incluye ORFs
con los dominios EN o GIY-YIG (Figura 2) (Arkhipova, 2012). Ademas, se ha
mostrado la presencia de PLE en genomas de varios hongos, protistas, y plantas
(Arkhipova et al, 2013).
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Figura 2: Organizacion estructural de PLEs y su similitud con telomerasas EN (+): Con

dominio endonucleasa EN (-) Sin dominio endonucleasa (Arkhipova, 2012)

Una de las peculiaridades de estos PLEs es que, ademas del ORF que codifica
para una retrotranscriptasa (en este caso el ORF2), incluye un ORF rio arriba cuya
secuencia es poco conservada y sin aparente similitud con otros genes de
elementos transponibles o con genes de otros genomas. Solo se disciernen por
herramientas bioinformaticas motivos de senalizacién de localizacion nuclear

(NLS) y hélices superenrolladas (Gladyshev y Arkhipova, 2007). (Figura 3)
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Figura 3. Representacion del analisis bioinformatico del ORF1 de Athena. Se muestra al NLS localizado
en la posicion 120-136. GLN: Regién rica en glutamina; LYS regién rica en lisina NLS: Senal de
localizacion nuclear bipartida.

3.3 Senalizacién de localizacion nuclear (NLS)

Para poder tener acceso al nucleo celular, las proteinas deben incluir NLSs que
son segmentos especificos de una secuencia de aminoacidos o bien interacciones
entre aminoacidos localizados en diferentes regiones de la proteina y que forman
un “parche”, arreglo tridimensional formado por la interaccion de varias regiones
discontinuas de la secuencia de aminoacidos que se asocian espacialmente

cuando la proteina se pliega (Alberts et al., 2002).

El NLS presente en el ORF1 de Athena de A.vaga es un NLS bipartido (KR x{10}
KKKL), que consiste en dos diferentes fragmentos de aminoacidos separados por
10-12 residuos. Este dominio fue tipificado en un inicio a partir de la proteina

nucleoplasmina de Xenopus (Pouton et al. 2007; Cautain et al.2014).

Dado el poco conocimiento sobre el nuevo ORF1 en Athena, es de interés tratar

de conocer mas sobre él, empezando por su localizacion celular.



4. HIPOTESIS

La proteina que codifica el ORF1 del retrotransposdén Athena en A. vaga, se

localizara en el nucleo de las células HEK-293.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la localizacion celular del producto del marco de lectura ORF1 del PLE

de A. vaga.

5.1 Objetivos especificos

1. Generar una quimera entre el ORF1 del PLE de A. vaga y la proteina
fluorescente DsRed.

2. Determinar la localizaciéon de ORF1-DsRed a través de su expresion en
células HEK.



6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material

6.1.1Cepas bacterianas:

Para los experimentos de clonacién se utilizo la cepa de Escherichia coli XL1-Blue.

6.1.2 Vectores

6.1.2.1 pGEMT-easy (Promega®)

Vector utilizado para la clonacion del ORF1 del PLE de A. vaga. Se trata de un
vector lineal con extremos 3’ de timina que evitan la recircularizacion del vector y
facilitan la insercién de productos de PCR, posee los promotores T7 y SP6 que
flanquean la region de clonacion multiple dentro de la regidon de la enzima (-

galactosidasa(Figura 4).
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Figura 4. Mapa génico del vector de clonacion pGEMT- Easy, utilizado para la clonacion del ORF1 del
PLE de Adinera vaga



6.1.2.2pDsRed-Express-C1

Vector de expresidn que codifica para DsRed, una variante de la proteina rojo
fluorescente de Discoma sp bajo el control del promotor CMV (Figura 5). Al
expresarse DsRed en células de mamifero en cultivo celulares, esta puede
observarse por microscopia de fluorescencia. La excitacion y emision maxima son

557 y 579 nm respectivamente.
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Figura 5. Plasmido pDsRed- Express-C1 y sitio multiple de clonacion. Incluye los sitios Hindlll y Sall

que se emplearon para la estrategia de clonaciéon del ORF1.

6.1.3 Lineas celulares

6.1.3.1 HEK 293

Linea celular cultivada por primera vez en 1970 por Alex Van der Eby y usada
para transfectar a través de fosfato de calcio por Frank Graham. Se ha convertido
en una linea celular muy popular debido a su alta eficiencia en la transfeccion,

llegando a ser muy importante en la investigacion bioldgica.
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Dicha linea celular es derivada de preparaciones de rindn de embrién humano,
son faciles de cultivar y transferir y son comunmente usadas como modelo para el
estudio de los genes que se expresan de manera heterdloga en estas.
Caracteristicas:

Semi-adherente

Células embrionarias de rindbn humano

Tiempo de duplicacion: 48 horas

Expresion proteica: las células pueden ser inducidas a producir grandes
cantidades de diversas proteinas.

Medio recomendado: D-MEM suplementado con suero fetal bovino y L-

Glutamina.

6.1.4 DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole)

Marcador azul fluorescente cuya actividad se expresa al unirse a regiones ricas en
AT de DNA de doble cadena. Es excitado a una longitud de onda de 405 nm y se
utiliza comunmente como contra tincién nuclear en microscopia de fluorescencia,

citometria de flujo, y la tincién de cromosomas.

6.1.5 Enzimas de restriccion

6.2.5.1 Hindlll y Sall

Se buscaron inicialmente sitios de restriccion compatibles tanto para el fragmento
(ORF1), como para los dos plasmidos ocupados, para lo cual Hindlll y Sall
resultaron idoneos. Tales enzimas de restriccion fueron utilizadas para los dobles
cortes utilizados para la liberacion del inserto de pGEMT-easy, para la el corte del

plasmido pDsRed-C1 y corroboracién de la identidad del plasmido generado.
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6.2 Metodologia

6.2.1 Propagacion del plasmido de expresion dSRed-C1

Se inici6é a partir de una alicuota del plasmido comercial (Clontech) que se utilizd
para transformar E. coli XL1-blue. El plasmido se aislé por el método de lisis
alcalina MIDI PREP QIAGEN. Una vez obtenido el plasmido, este se cuantificd
utilizando un espectrofotdmetro NanoDrop ThermoScientific® y se almacené a -

20°C para su uso posterior.

6.2.2 Construccién de pDsRed-C1 con ORF1 A. vaga.

Se aislé6 el ORF1 del plasmido pGEM-ORF1 previamente generado en el
laboratorio (Figura 6). En dicha construccién se incluy6 el sitio de reconocimiento
para la enzima Hindlll en el extremo 3’ y se removidé el codon de paro de la
traducciéon. Algunas clonas de la construcciéon pGEMT-ORF1 fueron propagadas
en la cepa de E.coli XLI blue a través de transformacién bacteriana. Como paso
ultimo de la transformacién, las clonas fueron cultivadas en medio LB con
ampicilina (50ug/ml) a 37°C por 16 horas para posteriormente realizar la
extraccion del DNA plasmidico por lisis alcalina (MINIPREP).

Se utilizaron dos clonas de pGEMT-ORF1 para corroborar que el fragmento
ORF1 estuviera presente, y se hicieron cortes con la enzima EcoRI (Invitrogen)
ademas se determind la secuencia nucleotidica del ORF1 en la Unidad de

Proteogendmica del INB de la UNAM en Querétaro.
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Figura 6. Vector pGEMT-ORF1 de Adineta vaga

Para aislar el ORF1, se realiz6 una digestion de pGEMT- ORF1 usando las
enzimas de restriccion Hindlll y Sall (Invitrogen) y se extrajo el fragmento del gel
de agarosa (0.8%) con el QIAquick Gel Extraction Kit de QIAGEN® (Figura 7).
Posteriormente se ligd el ORF1 (figura 4), con el plasmido pDsRed C1
(previamente digerido con las enzimas Hindlll y Sall). El producto de la ligacion se
utilizé para transformar E. coli cepa XLI blue. Se seleccionaron varias colonias que
se propagaron en medio LB suplementado con kanamicina40 ug/ml, se aislé el
DNA plasmidico por el método de lisis alcalina y se evaluaron por electroforesis en
gel de agarosa al 0.8%. Finamente se caracterizaron los plasmidos obtenidos por

medio de enzimas de restriccion (Sall y Hindlll).
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Figura 7.Estrategia de construccion del plasmido pDsRed-C1 ORF1 de Athenade Adineta vaga.

6.2.3 Transfeccién en células HEK-293

La transfeccion en monocapa se realizé mediante lipofeccion utilizando
Lipofectamine™ 2000 en células HEK-293. Para un volumen final de 2ml, se
emplearon 4ug de pDsRed-ORF1 para cada transfeccion, y se utiliz6 como control
de la expresion el plasmido pDsRed-C1. Las células ya transfectadas se incubaron
a 37°C con CO; y se observaron a las 28, 36 y 72 horas, de tal forma que al
presentar la maxima fluorescencia (36 horas), se contra tifieron los nucleos con
DAPI.
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6.2.4 Microscopia de epifluorescencia y confocal

Las células se observaron a los microscopios de epifluorescencia LSM 510 y
confocal Zeiss LSM 510 META. Para las fotografias de DsRed, las tomas fueron
cada 1 ym, mientras que las de DsRed-ORF1, donde la fluorescencia persistia por
mas tiempo y en la cual era mas relevante determinar su localizacion, se tomaron
las imagenes cada 0.2um. El numero de tomas fue de acuerdo al tamafio celular.

La excitacion se llevé a cabo a 405 nm para DAPI y 543 nm para DsRed.

6.2.5 Analisis de células

Dado un aparente cambio de morfologia en las células transfectadas y el control
negativo, se determind el area cubierta por células individuales, y se estimo6 a
través de Image J con la funcién de analizador de particulas. Las células
analizadas fueron tomadas de dos transfecciones independientes, se analiz6 el
area de 100 células de cinco grupos diferentes de muestras: Control negativo,
DsRed-ORF1 que presentaron fluorescencia, DsRed-ORF1 que no presentaron
fluorescencia, DsRed que presentaron fluorescencia y DsRed que no presentaron

fluorescencia.

Mediante el programa estadistico GraphPad Prism 6, se realizé la prueba de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov (p<0.05); sin embargo no se logré normalizar
la muestra; por tanto se realizé la prueba no paramétrica de U Mann-Whitney para
contrastar primeramente los datos de los grupos de DsRed, de DsRed-ORF1 y

finalmente de cada grupo con el control negativo.
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7. RESULTADOS

7.1 Construccion de DsRed-ORF1

En la figura 8A se muestra la caracterizacion del plasmido pGEMT-ORF1:el vector
a 3 kb y el ORF1 a 2 kb, mientras que en la segunda columna se muestra el vector
de expresion pDsRed-C1 a 4.7 kb, ambos cortados con Sall y Hindlll. Por otra

parte, en la figura 8B, se muestran los productos aislados: ORF1 y pDsRed-C1.

A) B)

GEMT- DsRed
P easy she ORF1  DsRed

5000 pb

2000 pb

ORF1

Figura 8. Caracterizacion de los plasmidos precursores pGEM-ORF1 y pDsRed-C1. A. En la primera
columna se muestra a pGEMT-easy a 3000 pb, mientras que el inserto se muestra en la misma
columna, pero a 2000 pb. Por otro lado, en la segunda columna, se muestra a pDsRed-C1 a unos 4700

pb, muy cerca del indicador de 5000 pb.

La figura 9 muestra la caracterizacion del plasmido generado: pDsRed-ORF1. Este
fue cortado con las enzimas Hindlll y Sall, se observa la liberacién del fragmento

de 2Kb que corresponde al ORF1.
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DsRed

HindIII (1302)
kanR | pDsRed- ORF1 5000 pb

2000 pb

NS
ORF1 2kb
ORF1

pA Sall (3252)

Figura 9. Caracterizacion de pDsRed- ORF1. A. Mapa funcional y de restricciéon; B digestion con Hindlll
y Sall de plasmido ligado a ORF1. Se muestra el ORF1 a 2 kb, mientras que el pDsRed-C1 se encuentra
a 4.7 kb.

7.2 Expresion en células HEK-293.

Las células empezaron a mostrar fluorescencia desde las 24 horas, siendo la
maxima fluorescencia entre las 36 y 48 horas, lo que indicd que la proteina si se
estaba traduciendo. Al contratefiir con DAPI y hacer observaciones al microscopio
de epifluorescencia, se mostrd coincidencia en la localizacion de ambas sefales.

Generalmente se obtuvo una baja eficiencia de transfeccién (menor al 10%).

A través de la toma de imagenes al microscopio en diferentes campos de la
muestra, se observaron singulares cambios en el tamafo de las células
transfectadas exitosamente, dicho fendmeno se observd en las células
expresando DsRed-ORF1 y DsRed (Figura 10).
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a) DsRed DAPI Empalme

ORF1

pDsRed

Figura 10. Células HEK-293 transfectadas con DsRed-ORF1 de Athena de A. vaga. Se muestra la
expresion del ORF1 fusionado a DsRed, posteriormente los nucleos de las células HEK-293 y el
control negativo. Hay una baja eficiencia de transfeccion y los nucleos de las células que expresan

DsRed-ORF1 presentaron aparentemente un mayor tamano.

Se tomaron fotografias en microscopia confocal de las células que expresaron
DsRed y DsRed-ORF1. De las fotografias analizadas, se observo claramente que
la distribucion de DAPI coincide con la distribucién de la fluorescencia de DsRed-
ORF1, mostrandose ademas en sitios cercanos al nucleo donde no hay
coincidencia. La mayor expresion de la proteina se muestra en el citosol, alrededor
del nucleo. La fluorescencia se presentd en cumulos, haciendo suponer que esta
en compartimentos (Figura 11). En las células que expresaron DsRed se encontrd

fluorescencia distribuida en toda la célula, incluyendo el nucleo (Figura 12).
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Figura 11. Vista ortogonal de distribuciéon de fluorescencia de DsRed-ORF1. Azul: DAPI. Barra= 10pm.



Figura 12. Vista ortogonal de la transfeccion de DsRed. Azul: DAPI. Barra=10 pm
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7.3 Morfologia

De acuerdo a la estadistica descriptiva realizada, el area media de los nucleos de
las células del grupo control fue de 79.06 pm? (s=35.16; Sg=3.52). La media de los
nucleos de DsRed que presentaron fluorescencia fue de 79.09um? (s=30.34;
Sg=3.48), los nucleos que no tenian fluorescencia tuvieron una media de
85.22um?(s=27.10; Sg=2.71). En cuanto al area del nucleo de las células
transfectadas con DsRed-ORF1 que presentaron fluorescencia, ésta fue de
92.71um? (s=47.01; Sg=4.7) mientras que los que no tenian fluorescencia tuvieron
una media de 86.59 pm? (s=32.81; Sg=3.28) (Tabla 1).

Tabla 1. Estadistica descriptiva del area de los nticleos de células HEKS.

DsRed-ORF1 DsRed Negativo
. . Sin . Sin
Parametros Fluorescencia . Fluorescencia .
Fluorescencia Fluorescencia
X 92.71 86.58 79.09 85.22 48.14
S 47.01 32.80 30.34 27.10 44.02
Se 4.70 3.28 3.48 2.71 4.40

En el analisisde U Mann-Whitney realizado no se mostraron diferencias
significativas en el tamafo de los nucleos en los diferentes grupos (p>0.05). A
pesar de la aparente diferencia entre la media del area de los nucleos de las
células que presentaban fluorescencia de DsRed-ORF1 y el control negativo, esta

diferencia tampoco fue significativa (p= 0.0611) (Figura 13).
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Control Negativo-DAPI ORF1-DsRed

Figura 13. Muestra de los nucleos del control negativo y los nicleos ORF1-DsRed. Barra= 20um
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8. DISCUSION

En el estudio realizado por Gladyshev y Arkhipova (2007) se esclarecié que el
ORF1 de Athena de A. vaga se transcribe, mientras que en el presente trabajo,
observamos que este ORF1 se traduce en células HEK transfectadas con un
plasmido que porta a este gen en fusion con DsRed. De manera interesante, se
encontré que la fusién DsRed-ORF1 se localiza en el nucleo, como se predecia
por la presencia de una NLS. Adicionalmente, esta proteina también se encontr6

en el citoplasma.

Es importante sefialar que la distribucién nuclear no fue la mas abundante, dado
que se mostraba mayor presencia de la proteina en el citoplasma, lo cual puede
estar ocurriendo debido a que la proteina resultante del ORF1 no esté siendo
importada eficientemente al nucleo por una falla en la compatibilidad del NLS con
las proteinas de transporte. Algunos estudios muestran que cada tipo celular
puede variar en la composicién de la maquinaria de transporte nuclear, incluyendo
el repertorio de importinas y la naturaleza del NLS. La sefal de localizacion
nuclear identificada en la secuencia del ORF1 es un NLS bipartido, tipificado
originalmente en la proteina nucleoplasmina de Xenopus (Poutonet al. 2007).
Experimentos de Kohler (1999) demostraron que la nucleoplasmina es importada
al nucleo de manera mas eficiente por la Importina a5 que por Impa1, Impa7 e

Impa3/4.

Se requiere monitorear el proceso de importe hacia el nucleo, para observar si en
algun momento aumenta la fluorescencia deDsRed-ORF1 en el nucleo, ya que
puede ser que la importacion se realice pero de manera mas lenta, por lo que se
saturaria la proteina en el citoplasma, explicandose asi la presencia de esta en las
regiones alrededor del nucleo que observamos en nuestros experimentos. Otra
explicacion de esta distribucion en el citroplasma de las células es que la
fluorescencia que se observd corresponde a proteina en su transito natural desde
los sitios en los que se traduce hacia el nucleo. Con este experimento, se pudo

concluir que la proteina producto del ORF1 de Athena tiene una distribuciéon en el
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nucleo, lo que indica que la NLS de ésta debe ser funcional para el
direccionamiento hacia este compartimento celular. Con respecto al tamafio del
nucleo de las células, se puede especular que la diferencia, aunque no
significativa, se puede deber a cambios en el estado de la cromatina que solo se

observé en las células que expresaron DsRed-ORF1.
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9. CONCLUSIONES

Se genero un plasmido que expresa al ORF1 de Athena en fusion con DsRed.
La proteina DsRed-ORF1 es importada al nucleo.

No se observan cambios en la morfologia o el tamano de los nucleos de las

células que expresan DsRed-ORF1.

10.PERSPECTIVAS

Entre las perspectivas futuras se encuentra realizar la fusiéon de una proteina
fluorescente con el ORF2 y averiguar el comportamiento de la coexpresién de
ORF1 y ORF2. Igualmente quedaria averiguar mas sobre la proteina del ORF1, su
naturaleza y funcién que podria estar implicada en la conservacion de los

telomeros del genoma de rotiferos.
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12.DESCRIPCION DE TECNICAS.

11.1 Transformacién

Adquisicion de nuevas propiedades genéticas a partir de ADN exdégeno, para lo
cual, la bacteria debe ser “competente”, es decir, con capacidad de integrar
moléculas de ADN (Sinha, et al, 2013).

Mezclar 100 ul de E. coli XLI blue competente con1ul de ADN plasmidico
Incubar por 30 minutos en hielo
Aplicar choque térmico a 42°C por 90 segundos
Colocar directamente en hielo por 2 minutos.
Resuspender en medio SOC
Incubar a 37°C en agitacion por una hora.
Sembrar 200 pl en caja Petri de LB-agar con antibiético Kanamicina (40ug/ml) o
Ampicilina (50ug/ml) segun fuere el caso.
Incubar por 12 horas a 37°C
Seleccionar colonias y cultivar en 4 ml de medio LB con antibiético Kanamicina
(40pg/ml) o Ampicilina (50ug/ml) segun fuere el caso, a 37°C con agitacién por

16 horas.

11.2 Extraccion de ADN plasmidico (Miniprep)

Del cultivo de bacterias transformadas, tomar 1.5 ml del medio y centrifugar
(13000 rpm por 5 minutos)

Tirar sobrenadante y al pellet resuspenderlo en 200 ul de solucién | (Tris-Cl 23mM,
pH 9, EDTA 10mM pH8)

Agitar en vortex hasta disolver

Agregar 200ul de solucion Il (0.2 ml de NaOH 20 N, 8.8 ml H,O y 1m | de SDS
10%). Mezclar suavemente por inversion.

Adicionar 350 pl de solucién Il (60 ml de acetato de potasio SM, 11.5 ml de acido
acético concentrado y 28.2 ml de H,0O) y agitar por inversion.

Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos.
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Colocar sobrenadante en un tubo nuevo y agregar 0.8% V de isopropanol y
centrifugar a 30000 rpm por 5 minutos.

Desechar sobrenadante por decantacién y lavar pellet con etanol 70% frio y
centrifugar 5 minutos a 30000rpm

Desechar etanol con pipeta, cuidando de no tocar el pellet. Dejar secar pellet en
incubadora por 10 minutos.

Resuspender en 20ul de Elution Buffer 10mM (10mM Tris-Cl pH 8)

Correr gel de agarosa 0.8% a 90V por 45 minutos

11.3 Extraccion de ADN plasmidico MIDI PREP (QIAGEN)
Muestras: pGEMT-ORF A. Vaga

pDsRed-C1
Recolectar bacterias por centrifugacion a 6000 rpm por 15 minutos a 4°C
Resuspender pellet en 4 ml Buffer P1 .Agitar con vortex
Agregar 4 ml del buffer P2, mezclar por inversion hasta que el lisado sea viscoso
e incubar a temperatura ambiente por 3 min.
Colocar el cartucho en el tubo permitiendo el espacio para la adicion de BB
Agregar 4ml de buffer S3 al lisado y mezclar de 4-6 veces
Trasferir el lisado al QIA Filter e incubar por 10 min a temperatura ambiente
Durante la incubacion preparar el colector de vacio y las columnas Maxi
Realizar el filtrado de la solucién y pasar a un tubo nuevo
Agregar 2ml, de buffer BB al lisado ya filtrado e invertir de 4-6 veces para mezclar.
Trasferir el lisado al cartucho, a la columna con el vacio
Aplicar vacio hasta que todo el liquido haya pasado por la columna
Para lavar el ADN agregar 700 pl. de buffer PE a la columna con el vacio
Para remover completamente los residuos, centrifugar la columna a 7000 rpm/1
min
Colocar la columna en tubo de 1.25 ml. Para eluir el ADN agregar 200ul. de Buffer
EBI en el centro de la columna. Dejar reposar por 1 minuto y centrifugar por 1
minuto a 9700 rpm

Correr 4ul de muestra en un gel de agarosa al 0.8% a 100 V por 30 min.
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11.4 Transfeccion de DNA mediante lipofeccion

Lipidos catidnicos son usados para crear una membrana artificial de vesiculas
(liposomas) que se unen a las moléculas de ADN. Resultando complejos
cationicos estables que se adhieren y fusionan con la carga negativa de la
membrana celular.

Las células HEK-293 se mantuvieron en cultivo celular a 5% de CO,, 37°C, y
medio de crecimiento celular que en este caso fue DMEM (1x) (GIBCO®) con
antibiético Penicilina Estreptomicina (GIBCO ®) y Suero Fetal de Bovino
(GIBCO®)10%. A una confluencia de 70-80% se inici6 la transfeccion en

condiciones de esterilidad.

Protocolo:
Las células HEK 293, son tripsinizadas:
Las células con un 70-80% de confluencia son expuestas a Tripsina e
incubadas a 37°C por 5-10 min.
Se les coloca DMEM-SBF 10%
Incubar por 24 horas, para que las células se adhieran, en este caso a la caja
Petri.
A las 24 horas:
Diluir 250 pl DMEMcon 10 u de Lipofectamine™ 2000, mezclar uniformemente.
Dejar incubando por 10 min a temperatura ambiente.
En otro tubo diluir 250 yl DMEM con el ADN que se desea transfectar a una
concentracion de 4 ug. Dejar incubando a temperatura ambiente.
Se mezclan las primeras dos diluciones y los 500 ul se agregan lentamente 1.5ml
de células con DMEM-SBF 10%.
Incubar a 37° C con CO; por 24-48 horas.
ORF1- pDsRed-C1 [4ug]
ORF1- pDsRed-C1 [4ug] repeticion.
pDsRed-C1 [4ug]

30



11.5 Tincién con DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole)
Lavar la muestra 5 veces por 5 min con PBS 1x
Fijar con PFA-4% POR 3 minutos.
Lavar dos veces por 5 minutos con PBS 1x- t20 0.05%
Anadir a la muestra PBS 1x- t20 0.05% con DAPI [1:500] y ARNsa [1:1000]
Incubar por 30 minutos
Deshidratar con
ET-OH 90% por 2 minutos
ET-OH 100% por 3 minutos (2 veces)

A las células agregarles 1 ml de PBS 1x.
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13.SOLUCIONES

Phosphate-buffered saline (PBS)

Para una solucién 1x

NaCl 8¢
KCI 02g
NazHP4 144¢g
KH2P4 0.24 g

Disolver los reactivos en H»0O.
AjustarpH a7.4

Esterilizar.

SOC

20 g/L Triptona

5g/L Extracto de levadura

4.8 g/L Sulfato de Magnesio (MgSO,)
3.603 g/L  Dextrosa

0.5g/L Cloruro de Sodio (NaCl)
0.186 g/L  Cloruro de Potasio (KCI)

Disolver los reactivos en H»0O.

Esterilizar.

32



