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RESUMEN 

Existen tres miembros de la familia de factores de transcripción d4 en mamíferos. El 

primero, DPF1/neuro-d4 es un gen importante para el desarrollo del cerebro que cuenta con 

un patrón de expresión restringido a neuronas y el sistema nervioso. El segundo, 

DPF2/requiem/ubi-d4 es un gen que funciona como factor apoptótico ante la privación de 

factores tróficos, el cual cuenta con un patrón de expresión ubicuo durante la embriogénesis 

y el desarrollo de animales adultos. Y el último, DPF3/cer-d4 es un gen importante para el 

desarrollo de corazón, músculo esquelético y neuronal con un patrón de expresión que se 

restringe únicamente a estos tejidos. En Drosophila melanogaster solo se ha descrito a dd4 

como el único miembro de la familia d4. La función de dd4 aún no ha sido descrita pero su 

expresión se ha observado en varios tejidos, en particular es muy abundante en el cerebro 

de embriones en desarrollo y en células somáticas y germinales de animales adultos.  

En este trabajo presentamos a DPFF-1 (D4 zinc and double PHD fingers 

transcription factor family) como el único miembro de la familia d4 reportado en el genoma 

de C. elegans. Para explorar la funcion de dpff-1, se generó el alelo xm17 por el sistema de 

edición del genoma CRISPR-Cas-9 y se utilizó el alelo tm4287 que se obtuvo del ‘National 

BioResource Project’ de Japón. Adicionalmente, para determinar el patrón de expresión de 

dpff-1, se generaron animales transgénicos que expresan marcadores fluorescentes por el 

método de MosSCI. En este trabajo, observamos que DPFF-1 se requiere para inducir la 

apoptosis de células germinales durante el estrés y que el transgen GFP::DPFF-1 se expresa 

de manera ubicua durante todo el desarrollo de C. elegans, siendo estos atributos similares 

a su homólogo en mamífero DPF2/requiem/ubi-d4. En contraste con otros miembros de la 

familia d4, los animales dpff-1 mutantes no presentan fenotipos somáticos evidentes a lo 
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largo del desarrollo. Sin embargo, observamos que animales dpff-1 mutantes tienen baja 

fertilidad debido a defectos en la meiosis durante la ovogénesis. Además, observamos la 

sobreexpresión de la MAP cinasa fosforilada (P-MPK-1) en la gónada de animales dpff-1 

mutantes y un incremento en la apoptosis de células germinales dependiente del homólogo 

de p53 en C. elegans, la proteína CEP-1. Por último, observamos que animales dpff-1 

mutantes son más sensibles al choque térmico ya que no pueden activar los reporteros de 

respuesta ante este tipo de estrés. Este es el primer informe que muestra el papel de un 

miembro de la familia de factores de transcripción d4 en la meiosis y el estrés. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Caenorhabditis elegans 

El Caenorhabditis elegans es un nemátodo vermiforme, no segmentado con simetría 

bilateral y que tiene 1 mm de longitud. Este organismo vive en lugares templados y se 

alimenta principalmente de bacterias. La especie se compone básicamente de organismos 

hermafroditas pero ocasionalmente se presentan machos (0.1%) (Corsi et al. 2015). El 

hermafrodita adulto tiene en total 959 células somáticas, mientras que el macho adulto tiene 

en total 1031 células somáticas. Los animales adultos presentan una anatomía básica 

conformada por una boca, la faringe, el intestino, la gónada, el sistema nervioso, varios 

músculos y una cutícula de colágeno (Figura 1).  

El C. elegans hermafrodita se puede auto-fertilizar, generando organismos 

homócigos genéticamente iguales o aparearse con machos. Un hermafrodita adulto produce 

alrededor de 300 embriones por autofertilización pero llega a producir más embriones si se 

aparea con un macho (1200 a 1400 embriones) (Corsi et al. 2015). El C. elegans tiene cinco 

pares de cromosomas autosomales (I-V) y un cromosoma sexual (X). El sexo del animal es 

determinado por la dosis del cromosoma sexual “X”. Los animales hermafroditas (XX) 

tienen 2 copias del cromosoma sexual, mientras que los machos (X0) solo tienen una copia 

(Zarkower 2006).  
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Figura 1. C. elegans hermafrodita adulto. Representación esquemática e imagen en 

Nomarski del C. elegans hermafrodita adulto (Imagen tomada y modificada de 

http://www.wormbook.org/). 

Observaciones al microscopio realizadas por el grupo de Sulston and Horvitz (1977) 

permitieron trazar el linaje celular de C. elegans durante el desarrollo embrionario. La 

descripción anatómica del animal ha sido completada a nivel de microscopia electrónica 

(http://www.wormatlas.org/).  

El C. elegans es ideal para estudiar procesos biológicos debido a características 

notables como un ciclo de vida corto, es transparente, es de fácil manipulación, se puede 

silenciar la expresión de genes utilizando RNA de interferencia (RNAi), se puede estudiar 

la expresión de genes in vivo mediante marcadores fluorescentes (Figura 2) y su genoma 

está completamente secuenciado (Chalfie et al. 1994; Boulin et al. 2006; Feinberg et al. 

2008). 
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Figura 2. Observando al C. elegans (A) El C. elegans se crece en cajas Petri con bacterias 

como fuente de alimento. (B) C. elegans observado desde un microscopio estereoscópico. 

(C) C. elegans observado desde un microscopio compuesto bajo microscopía Nomarski. 

(D) Imagen fluorescente del sistema nervioso de C. elegans (sto-6::gfp) observado desde 

un microscopio de epifluorescencia (Imagen tomada y modificada de Corsi et al. 

(2015)). 

 

1.2. Ciclo de vida 

El ciclo de vida del C. elegans es sensible a temperatura ya que los animales 

hermafroditas pasan por un ciclo de vida reproductivo en 5.5 días a 15°C, 3.5 días a 20°C, y 

2.5 días a 25°C. En promedio el C. elegans vive hasta un total de dos semanas (Corsi et al. 

2015). El ciclo de vida del C. elegans comienza cuando un óvulo maduro es fertilizado en 

A

C

B
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la espermateca del hermafrodita adulto (Figura 3). El cigoto se forma en el útero en donde 

es retenido y posteriormente depositado en el medio (Sulston et al. 1983).  

La embriogénesis del C. elegans comprende la fase de proliferación y la fase de 

morfogénesis (Sulston et al. 1983). Durante la fase de proliferación el cigoto se divide de 

forma asimétrica y asincrónica dando origen a células denominadas blastómeros. Al final 

de la etapa de proliferación los movimientos celulares durante la gastrulación producen las 

tres capas germinales embrionarias (endodermo, mesodermo y ectodermo) que dan origen 

al plano básico del cuerpo del animal. Más tarde en la embriogénesis, las divisiones 

celulares cesan y los diversos tejidos se organizan y diferencían (Sulston et al. 1983).  

El desarrollo postembrionario comienza cuando el animal eclosiona del huevo y 

empieza a alimentarse. El C. elegans pasa por cuatro diferentes estadios larvarios (L1-L4) 

para llegar a la fase adulta. Los animales sintetizan y mudan una cutícula de colágeno al 

pasar por cada estadio larvario. En la etapa larval L1, la mayoría de las células no se siguen 

dividiendo, solo aumentan su tamaño a medida que el animal crece hasta la edad adulta. Sin 

embargo, un pequeño número de células se dividen aún más durante estadios larvarios 

específicos para producir neuronas adicionales, músculos y las estructuras involucradas en 

el apareamiento y la reproducción (Sulston and Horvitz 1977). 
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Figura 3. Ciclo de vida del C. elegans a 22 ºC. En el esquema se muestran el desarrollo 

embrionario, las cuatro etapas larvales L1, L2, L3 y L4 y el estadio adulto. Si los animales 

son privados de comida detienen su crecimiento en dos diferentes etapas: al inicio del 

estadio larvario L1 y a finales del estadio L1 (“dauer”). Cuando las condiciones de 

alimentación se restablecen, los animales continúan su desarrollo (Imagen tomada y 

modificada de http://wormatlas.org/). 

 

1.3. Sistema reproductor 

El sistema reproductor del C. elegans hermafrodita se encarga de producir gametos 

masculinos y femeninos maduros. Además, provee la estructura y el ambiente necesarios 

para la autofertilización. Este sistema se divide en la gónada somática, la línea germinal y 

la vulva. En los animales hermafroditas la gónada somática y la línea germinal forman dos 

tubos simétricos en forma de ´´U´´ unidos a un útero común mediante la espermateca 

(Figura 4). Los machos solamente tienen un brazo de la gónada y en toda su etapa 
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reproductiva únicamente producen espermatozoides (Figura 4) (Hubbard and Greenstein 

2000; Hubbard and Greenstein 2005). 

 

 

Figura 4. Estructura de la gónada del C. elegans en el adulto. Los hermafroditas y 

machos difieren notablemente en el tamaño del cuerpo y estructuras tales como la gónada 

somática y la cola. Muchos otros tejidos y órganos presentan dimorfismo sexual, en 

particular el sistema nervioso y la musculatura (Imagen tomada y modificada de 

Zarkower (2006)).  

 

La gónada somática del hermafrodita está conformada por las células distales, las 

células de la vaina, la espermateca, la vulva y el útero (Figura 5). Por otro lado, la línea 

germinal es un sincicio de núcleos con membranas parciales organizados en zonas 

próximo-distales. Las células germinales en la región distal se mantienen en mitosis debido 

a una señalización tipo Notch que proviene de la célula distal. La célula distal expresa el 

ligando LAG-2, mientras que las células germinales expresan el receptor GLP-1. La 

interacción entre el LAG-2 y GLP-1 activa una vía de señalización tipo Notch (Cinquin et 
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al. 2010). Conforme las células germinales avanzan hacia la parte proximal entran en 

meiosis ya que pierden la señal del ligando LAG-2. El receptor GLP-1 se proteoliza, entra 

al núcleo y activa la transcripción de genes blanco. Cuando las células germinales llegan al 

asa de los brazos gonadales entran en paquíteno y adquieren membrana plasmática. En la 

región proximal los ovocitos adoptan una forma ovalada y se organizan en una sola fila 

(Figura 5) (Greenstein 2005; Hubbard and Greenstein 2005). 

Cuando se celularizan, los ovocitos maduros pasan uno por uno a través de la 

espermateca y son fertilizados. Posteriormente, los embriones pasan al útero y finalmente 

son depositados en el medio. Los animales hermafroditas producen aproximadamente 300 

embriones por autofertilización y más embriones si se aparea con un macho (1200 a 1400 

embriones) (Corsi et al. 2015). 

 

 

Figura 5. Representación esquemática de uno de los brazos de la gónada del C. 

elegans hermafrodita. Las células germinales están envueltas por membranas parciales 

formando un sincicio. El desarrollo de los ovocitos ocurre de la zona distal a la proximal. 

La zona de transición corresponde al lugar de la gónada donde las células germinales en 

mitosis entran en meiosis. El esperma que se produce en el estadio larvario L4 es 

almacenado en la espermateca. En la región más proximal de la gónada los ovocitos se 

muestran completamente formados. Célula distal (DTC). Zona de transición (ZT). Señal de 

la Major Sperm Protein (MSP) (Imagen tomada y modificada de Kim et al. (2013)).  
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1.3.1. Espermatogénesis y ovogénesis en el hermafrodita 

Durante la segunda mitad del estadio larval L1 los precursores de la gónada 

somática Z1 y Z4 producen 12 células en el hermafrodita (Figura 6). Adicionalmente, los 

precursores de la línea germinal Z2 y Z3 comienzan a dividirse de forma continua desde el 

estadio larval L1 hasta la edad adulta (Kimble and Hirsh 1979).  

En el estadio larval L2 las divisiones celulares del primordio de la gónada somática 

cesan, mientras que las células germinales continúan dividiéndose. Las células somáticas y 

germinales se encuentran mezcladas hasta la muda L2/L3. Una vez finalizada la muda 

L2/L3 se reorganizan las células y establecen lo que será la futura gónada. Las células 

distales (DTC) empiezan a migrar y la gónada empieza a alargarse (Kimble and Hirsh 

1979). 

En la etapa larvaria L4 las primeras 40 células germinales de cada brazo de la 

gónada que entran en meiosis se convierten en aproximadamente 160 espermatozoides 

(Figura 6). Una vez formados los espermatozoides son almacenados en la espermateca y 

utilizados en la fase adulta. Durante el resto del periodo reproductivo los animales 

hermafroditas adultos solamente producen ovocitos (Hubbard and Greenstein 2005).  
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Figura 6. Desarrollo post-embrionario de la gónada del hermafrodita. Representación 

esquemática del desarrollo de la línea germinal durante las etapas larvales (L1-L4) y 

estadio adulto del C. elegans. Células distales (DTCs). Precursores de la línea germinal (Z2 

y Z3) (Imagen tomada y modificada de http://wormatlas.org/ ). 

 

1.3.2. Maduración del ovocito 

En la gónada de C. elegans, la progresión meiótica ocurre en regiones 

espacialmente restringidas. Inmediatamente al salir de la región mitótica en la parte distal, 

las células germinales entran en meiosis y permanecen por un tiempo prolongado en la fase 

de paquíteno. Las células germinales salen de paquíteno en el asa de la gónada, en un 

proceso que depende de la activación de la via RAS-MPK-1 (Church et al. 1995) (Figura 

7). 
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Figura 7. Representación esquemática de la activación canónica de RAS-MPK-1. La 

unión del ligando al receptor con dominios tirosín cinasa da como lugar la autofosforilación 

del receptor. El receptor fosforilado es reconocido por proteínas adaptadoras, como GRB2 

y SOS. Posteriormente, se produce la activación de Ras. Ras pertenece a la superfamilia de 

proteínas con actividad de guanosín trifosfatasa (GTPasa). El Ras inactivo se encuentra 

unido al difosfato de guanosina (GDP), mietras que su forma activa se da cuando está unido 

al trifosfato de guanosina (GTP). La activación de Ras pone en marcha una cascada de 

reacciones en las cinasas distales que acaba provocando cambios en la expresión génica. La 

activación del Ras es contrarrestada por otra proteína activadora de la GTPasa llamada 

GAP. El Ras activado se une a Raf, que se une y fosforila a MEK. La última cinasa de la 

vía (ERK) penetra en el núcleo y allí fosforila ciertos factores de transcripción, como c-jun 

y c-fos, que, a su vez, activan la expresión genes específicos (Imagen tomada y 

modificada de Sundaram (2013)). 

 

En presencia de nutrientes, DAF-2 activa la vía de RAS-MPK-1 un poco antes del 

asa de la gónada. La activación de MPK-1 en la primer zona (zona 1) permite la progresión 

meiótica y la producción de ovocitos (Lopez et al. 2013). MPK-1 es rápidamente 

desfosforilado cuando los ovocitos entran en diplóteno y diacinesis (Hajnal and Berset 

Núcleo
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2002). Conforme los ovocitos se mueven hacia la espermateca, la señal de MSP (Major 

Sperm Protein) reactiva la fosforilación de MPK-1 en el ovocito más proximal para 

permitir su maduración y ovulación (Figura 8 A y B) (Miller et al. 2001). Por otro lado, la 

activación de la MPK-1 se ve afectada en la zona 1 cuando hay una baja en los nutrientes 

disponibles y/o una falla en la señalización mediada por DAF-2. Esto genera una baja en la 

progresión meiótica y producción de ovocitos (Figura 8 C). Cuando los espermatozoides 

se acaban, la activación de la MPK-1 en la zona 2 no se lleva a cabo por lo que la 

progresión meiótica y producción de ovocitos también bajan (Lopez et al. 2013).  
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Figura 8. Activación de la MPK-1 en la gónada de C. elegans. (A) Gónadas disecadas de 

animales adultos orientadas de izquierda (Célula distal, indicada con el asterisco) a derecha 

(células germinales) fueron inmunoteñidas con un marcador de membrana (verde), la 

activación de dpMPK-1 (rojo) y DAPI (gris). Representación esquemática de la activación 

de la MPK-1 en la gónada de animales alimentados (B) y animales sometidos a un ayuno 

prolongado (C) (Imagen tomada y modificada de Lopez et al. (2013)). 
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1.4. Apoptosis durante el desarrollo del C. elegans 

Estudios en el nemátodo Caenorhabditis elegans han establecido que la muerte 

celular programada o apoptosis es controlada por un conjunto de genes específicos 

evolutivamente conservados. Los genes se han ordenado y clasificado en una vía genética 

que consta de cuatro fases distintas (Figura 9). En la fase de activación, una célula recibe 

señales para activar su muerte programada. En fase de ejecución, la maquinaria central de 

apoptosis se activa. En la fase de fagocitosis se ejecuta el proceso de apoptosis, la 

fragmentación del DNA cromosomal y la fagocitosis de la célula en apoptosis por una 

célula vecina. Por último, en la fase de degradación, la célula fagocitada es degradada. 

Cabe mencionar que la vía de muerte celular programada en C. elegans podría no ocurrir de 

manera secuencial como se muestra en la Figura 9, si no que algunos de los pasos podrían 

ocurrir de forma paralela.  

 

Figura 9. Vía genética de activación de la apoptosis en C. elegans. El proceso de 

apoptosis en C. elegans se compone de 4 pasos: activación, ejecución, fagocitosis y 

degradación. Debajo de cada etapa se indican las proteínas que participan en cada proceso 

(Imagen tomada y modificada de Lettre and Hengartner (2006)). 
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Durante el ciclo de vida del C. elegans la apoptosis ocurre en tres etapas del 

desarrollo y distintos tipos celulares; en células somáticas durante el desarrollo embrionario 

y post-embrionario (apoptosis somática) y en las células germinales de la gónada del 

hermafrodita adulto (apoptosis de la línea germinal) (Adams and Cory 2001; Gartner et al. 

2008).  

La apoptosis somática y de la línea germinal comparten componentes centrales de la 

maquinaria de apoptosis, sin embargo difieren en su activación (Figura 10) (Horvitz 1999; 

Gartner et al. 2008). Mientras que la apoptosis durante el desarrollo somático es 

programada por el linaje celular, la apoptosis de la línea germinal se produce, en 

condiciones normales, como parte del proceso de ovogénesis (Gumienny et al. 1999). 

Una categoría de la apoptosis de la línea germinal, denominada apoptosis 

fisiológica, se encarga de reducir el número de células que completan la ovogénesis. Se 

calcula que cerca del cincuenta por ciento de las células germinales son eliminadas a través 

del proceso de muerte celular programada (Gumienny et al. 1999). Se ha propuesto que el 

exceso de células germinales puede servir como una población de células nodrizas, las 

cuales proveen los componentes citoplasmáticos necesarios para la formación de gametos 

femeninos maduros (Derry et al. 2001). Hasta el momento no se ha podido diferenciar a las 

células nodriza de las que se convertirán en ovocitos, debido a que la gónada del C. elegans 

es un sincicio de núcleos con membranas parciales. La vía de activación de la apoptosis 

fisiológica es aún desconocida. Sin embargo, se ha demostrado que las proteínas EGL-38 y 

PAX-2 activan la transcripción de ced-9 (homólogo de Bcl-2) mientras que LIN-35 

(homólogo de Rb) la reprime (Park et al. 2006; Schertel and Conradt 2007). Por otro lado, 

las proteínas DPL-1, EFL-1 y EFL-2 regulan la transcripción de ced-3 (única caspasa 

funcional) y ced-4 (homólogo de Apaf-1) (Schertel and Conradt 2007). Mientras que la 
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actividad antiapoptótica de CSP-2 consiste en inhibir la autoactivación del zimógeno pro-

CED-3 en condiciones de sobrevivencia (Figura 10A) (Geng et al. 2009).  

Una segunda categoría de este tipo de muerte es denominada apoptosis de las 

células germinales inducida por estrés. Este fenómeno es activado por: (1) infección por 

patógenos, (2) daño a DNA y (3) estrés ambiental. Las infecciones por patógenos como S. 

thyphmurium y S. enterica inducen apoptosis de las células germinales a través de la 

activación de egl-1/BH3 (Aballay and Ausubel 2001). Las infecciones por virus (RNAi y 

cosupresión) requieren del gen cep-1/p53 para inducir apoptosis (Figura 10B). En el caso 

de la apoptosis inducida por daño a DNA se requiere de las proteínas EGL-1, cep-1/p53 y 

la maquinaria de reparación de daño a DNA para su activación (Gartner et al. 2000; Derry 

et al. 2001). lin-35, dpl-1 y efl-2 actúan río abajo o en paralelo a cep-1/p53 y ced-13 

controlando la expresión de genes blanco no identificados. pmrt-5 actúa como inhibidor de 

la apoptosis inducida por radiación (Figura 10C) (Yang et al. 2009). 

 

Figura 10. Tipos de inducción de la apoptosis en la línea germinal de C. elegans. (A-E) 

Diferentes vías de inducción de apoptosis convergen en la maquinaria central de apoptosis 

(CED-9, CED-4 y CED-3). En el esquema se indican los genes que participan en cada vía. 

Los signos de interrogación indican que la vía todavía no ha sido esclarecida. (Imagen 

tomada y modificada de Lascarez-Lagunas et al. (2014)). 
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Estudios realizados en animales silvestres muestran que el estrés oxidativo, 

osmótico, choque de calor y ayuno aumentan la apoptosis fisiológica de las células 

germinales. Se ha descrito que la apoptosis inducida por estrés osmótico, oxidativo y 

choque de calor es regulada por las MAP-cinasas de la vía de JNK y p38 (Salinas et al. 

2006). Además, se demostró que estos procesos de inducción de muerte celular son 

independientes de las proteínas EGL-1 y cep-1/p53 (Figura 10D) (Salinas et al. 2006). La 

inducción de apoptosis por ayuno requiere de los genes lin-35/Rb y dpl-1/DP, los cuales 

disminuyen la expresión del gen ced-9 y aumentan la expresión de ced-4 respectivamente 

(Figura 10E) (Lascarez-Lagunas et al. 2014).  

 

1.5. Factores de transcripción 

Los factores de transcripción son proteínas que controlan la expresión de ADN a 

ARN mensajero. Estas proteínas controlan la tasa de trascripción por si solas o asociados a 

complejos proteicos mediante el reclutamiento de la ARN polimerasa a genes específicos. 

Los activadores transcripcionales promueven la tasa de transcripción, mientras que los 

represores transcripcionales bloquean la tasa de transcripción (Karin 1990; Latchman 

1997).  

Los factores de transcripción presentan en su estructura un dominio de unión a ADN 

(DBD), un dominio de trans-activación (TAD) y algunas veces un dominio sensor de señal 

(SSD) (Figura 11) (Latchman 1997; Warnmark et al. 2003). El dominio DBD reconoce y 

se une a secuencias específicas de ADN río arriba de un gen regulado. A estas secuencias se 

les denomina elemento de respuesta o secuencias promotoras. Por otro lado, el dominio 

TAD contiene sitios de unión a otras proteínas como reguladores transcripcionales. El 

dominio SSD sensa señales externas y transmite estas señales al resto del complejo de 
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transcripción, lo que resulta en una activación o represión de la expresión génica. Los 

dominios DBD y SSD pueden residir en proteínas separadas que se asocian en el complejo 

de transcripción para regular la expresión génica. Los remodeladores de la cromatina, 

coactivadores, cinasas, metilasas, acetilasas y desacetilasas de histonas a pesar de que 

juegan un papel crucial en la regulación de genes no se clasifican como factores de 

transcripción, ya que carecen de dominios de unión al ADN (Brivanlou and Darnell 2002). 

 

 

Figura 11. Representación esquemática de un factor de transcripción. El orden y el 

número de dominios pueden diferir en diversos tipos de factores de transcripción. Dominio 

de unión a ADN (DBD). Dominio de trans-activación (TAD). Dominio sensor de señal 

(SSD). 

 

1.5.1. Factores de trascripción miembros de la familia d4 

Los factores de trascripción miembros de la familia d4 son proteínas con dedos de 

zinc estructuralmente conservadas (Figura 12 y 13). Se ha reportado que miembros de la 

familia d4 están involucrados en procesos como desarrollo neuronal, desarrollo de corazón 

y músculo esquelético, muerte celular programada y diferenciación celular (Buchman et al. 

1992; Gabig et al. 1994; Chestkov et al. 1996; Wu et al. 2007; Lange et al. 2008; Lim et al. 

2010a; Lim et al. 2010b; Tando et al. 2010). Las proteínas de la familia d4 tienen en su 

estructura tres dominios: un dominio denominado 2/3 en la región N-terminal, un dedo de 

zinc tipo Krüppel (C2H2) en la parte central y dos motivos PHD/d4 (plant homeodomain) 
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dispuestos en tándem en la región C-terminal (Figura 12) (Gabig et al. 1998; Mertsalov et 

al. 2000; Nabirochkina et al. 2002). La mayoría de factores de transcripción con dedos de 

zinc tipo Krüppel pueden unir ADN o ARN (Miller et al. 1985; Theunissen 1992). La 

estructura de los dedos de zinc tipo PHD (Cx2CxnCx2Cx4Hx2CxnCx2C) es muy similar a 

la estructura del dominio LIM y a la estructura de dedos de zinc tipo RING. Además, se ha 

visto que los dedos de zinc tipo PHD son encontrados en muchos represores y co-

activadores transcripcionales (Aasland et al. 1995; Saha et al. 1995).  

 

Figura 12. Representación esquemática de los factores de trascripción miembros de la 

familia d4. Dominio 2/3: Región N-terminal codificada por exones 2 y 3. SLN: Secuencia 

de localización Nuclear. Dedos de zinc tipo Krüppel y dominio d4:  

 

Las proteínas que comprenden a la familia d4 en mamíferos están conformadas por 

DPF1/neuro-d4, DPF2/requiem/ubi-d4 y DPF3/cer-d4 (Figura 13). DPF2/requiem/ubi-d4 

fue originalmente descrito como una proteína con dedos de zinc que se requiere para 

inducir la respuesta apoptótica de células mieloides ante la privación de IL-3 (Gabig et al. 

1994). Al analizar el patrón de expresión de DPF2/requiem/ubi-d4 se determinó que su 

expresión es ubicua a lo largo del desarrollo de ratón (Gabig et al. 1998). En este mismo 

trabajo se determinó que DPF2/REQ se encuentra en fracciones nucleares y citoplasmáticas 

de células de leucemia humanas K562 (Gabig et al. 1998). En otros ensayos se observó que 

la sobre expresión de DPF2/REQ en células CHO tiene un efecto negativo sobre el 

crecimiento celular e induce un aumento en la actividad de la caspasa-9 bajo condiciones 

normales de crecimiento o bajo el tratamiento de estaurosporina (Lim et al. 2010b). Por 
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otro lado, DPF1/neuro-d4 y DPF3/cer-d4 fueron descritos originalmente como reguladores 

transcripcionales de un grupo de genes específicos de neuronas (Buchman et al. 1992). 

Adicionalmente, se determinó que la expresión de DPF1/neuro-d4 y DPF3/cer-d4 a lo largo 

del desarrollo de ratón es única del sistema nervioso central y sistema nervioso periférico 

(Ninkina et al. 2001; Mertsalov et al. 2008; Kulikova et al. 2013). 

 

 

Figura 13. Árbol filogenético de los factores de trascripción miembros de la familia d4. 

Dominio 2/3: Región N-terminal codificada por exones 2 y 3 (azul). Dominio d4 (motivos 

PHD, naranja) (Imagen tomada de 

http://www.treefam.org/family/TF318971#tabview=tab1). 

 

Mediante ensayos de inmunoprecipitación in vitro se demostró que las proteínas 

DPF1/NEURO-D4, DPF2/REQ, DPF3/CER-D4 y PHF10 se asocian con subunidades del 

complejo SWI/SNF (Lessard et al. 2007). PHF10 es un parálogo de la familia d4 que 
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únicamente contiene motivos PHD/d4 (plant homeodomain) en la región C-terminal 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/55274) (Figura 13). En estudios posteriores se 

encontró que DPF3/CER-D4 interacciona con histonas cuyos residuos de lisina han sido 

acetilados o metilados (Lange et al. 2008), mientras que DPF2/REQ interacciona a través 

de su localización nuclear con varias subunidades del complejo Brm-type SWI/SNF y la 

proteína p52 NF-κB (Tando et al. 2010). En ensayos más recientes se ha demostrado que 

DPF1, 2 y 3 interaccionan de manera específica con las subunidades de clase BAF 

(Brg/Brm–associated factors) del complejo SWI/SNF (Middeljans et al. 2012).  

Ensayos in vivo en ratones “knockout” para los genes DPF1/neuro-d4 y DPF3/cer-

d4 mostraron que los ratones mutantes no tienen defectos somáticos o reproductivos 

(Mertsalov et al. 2008). Por otro lado, el silenciamiento genético mediado por morfolinos 

de dpf3 en pez cebra conduce a la torsión incompleta del tubo cardíaco y una severa 

reducción en la contractilidad ventricular (Lange et al. 2008).  
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los factores de transcripción de la familia d4 de vertebrados se describieron 

originalmente como genes implicados en la determinación del destino celular y la muerte 

celular programada. Recientemente, se ha demostrado que los miembros de la familia d4 de 

vertebrados juegan un papel en el desarrollo neuronal, el desarrollo de corazón y el 

desarrollo de músculo esquelético cuando interactúan con las proteínas de clase BAF del 

complejo SWI/SNF. dpff-1 es el único miembro de la familia d4 reportado en el genoma de 

C. elegans. Sin embargo, no se conoce la función biológica de DPFF-1 durante el 

desarrollo de C. elegans. 

 

 

3. HIPÓTESIS 

La inactivación del gen dpff-1 en C. elegans afectará la apoptosis de la línea 

germinal inducida por ayuno y choque de calor. 
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4. OBJETIVO GENERAL 

Conocer la función del gen dpff-1 en el desarrollo de C. elegans en condiciones normales 

de crecimento y bajo diferentes tipos de estrés. 

 

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar la localización de la proteína DPFF-1 en el desarrollo de C. elegans. 

a. Generar animales trangénicos mediante el sistema MosSCI que expresan el 

reportero GFP fusionado al gen dpff-1.  

2. Generar un alelo mutante para el gen dpff-1 mediante el sistema CRISPR-Cas-9. 

3. Evaluar los fenotipos de los animales mutantes en dpff-1 en el desarrollo de C. 

elegans en condiciones normales de crecimiento y de estrés como ayuno y choque 

de calor. 

a. Analizar si los animales mutantes en dpff-1 muestran un fenotipo evidente, 

p. Ej. Cambios en el número de progenie, letalidad embrioanria, tiempo de 

vida, defectos en movilidad, etc. 

b. Analizar si los animales mutantes en dpff-1 presentan defectos en la 

apoptosis fisiológica y la apoptosis de la línea germinal inducida por ayuno 

y choque de calor. 

c. Determinar si la sobrevivencia de los animales mutantes en dpff-1 se afecta 

ante un estrés por choque de calor. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1. Cepas y condiciones de crecimiento 

Las cepas de C. elegans se mantuvieron de acuerdo a procedimientos estándar de 

crecimiento (Brenner 1974). Los animales se crecieron a 20°C, 24°C o bajo cambios de 

temperatura durante su desarrollo; los animales se crecieron inicialmente a 20°C, se 

seleccionaron en el estadio larval L4 y posteriormente se incubaron a 24°C. Las cepas se 

muestran en la Tabla 1 se utilizaron en este trabajo. 

Tabla 1. Cepas utilizadas para esta tesis 

Cepa Genotipo Referencia 

Bristol N2 Silvestre (Brenner 1974) 

TM4287 dpff-1(tm4287) 

(Villanueva-

Chimal et al. 

2017) 

MD701 bcIs39 [Plim-7::ced-1::gfp; lin-15(+)] 
(Schumacher et 

al. 2005) 

EG6699 ttTi5605 II; unc-119(ed3) III; oxEx1578 

(Frokjaer-Jensen 

et al. 2008; 

Frokjaer-Jensen et 

al. 2012) 

RN019 
xmSi09 [Pdpff-1::gfp::dpff-1::dpff-1 3’utr; Cbr-unc-119(+)] 

II 

(Villanueva-

Chimal et al. 

2017) 

RN031 
xmSi25 [Pdpff-1::dpff-1::gfp::dpff-1 3’utr; Cbr-unc-119(+)] 

II 

(Villanueva-

Chimal et al. 
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2017) 

RN045 dpff-1(xm17) 

(Villanueva-

Chimal et al. 

2017) 

RN046 ced-1::gfp; dpff-1(tm4287) 

(Villanueva-

Chimal et al. 

2017) 

RN048 ced-1::gfp; dpff-1(xm17) 

 (Villanueva-

Chimal et al. 

2017)  

SJ4058 zcIs9 [hsp-60::GFP + lin-15(+)] V 
(Yoneda et al. 

2004) 

TJ375 gpIs1[Phsp-16-2::GFP]? (Rea et al. 2005) 

 

5.2. Sincronización de animales 

Se colectaron animales adultos grávidos de los genotipos requeridos con 

amortiguador M9 1X (Na2HPO4 42 mM, KH2PO4 22 mM, NaCl 86 mM y MgSO4 1 mM). 

Se lavaron los animales con 10 ml de amortiguador M9 1X para quitar la mayor cantidad de 

bacteria, dejando un volumen de 800 µl. Posteriormente se agregaron 800 µl de cloro 

comercial y 200 µl de hidróxido de sodio (NaOH) 5 N. La mezcla se agitó en un vortex 

durante 5 min o hasta que los cuerpos de los gusanos dejaron de ser visibles a contra luz. 

Las muestras se centrifugaron a 8000 rpm durante 30 segundos y posteriormente se retiró el 

sobrenadante. El pellet de embriones se lavó tres veces con 10 ml de amortiguador M9 1X. 

Después del último lavado, se retiró la mayor cantidad de amortiguador M9 1X. Los 
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embriones fueron transferidos a un tubo Falcon® en un volumen final de 8 ml de M9 1X e 

incubados en agitación constante durante toda la noche a 20°C o 24°C para permitir la 

eclosión de las larvas L1. 

 

5.3. ARN de interferencia (RNAi) 

El plásmido para silenciar el gen dpff-1 se obtuvo de una librería comercial de 

RNAi (OpenBiosystems) (Rual et al. 2004) y se verificó por secuenciación. El ARN de 

interferencia (RNAi) se realizó por alimentación a 24°C de acuerdo a las especificaciones 

de Timmons et al. (2001) y Conte and Mello (2003). Brevemente, el plásmido vacío (PV) 

pPD129.36 y los plásmidos para silenciar los genes dpff-1 y ced-1 se crecieron en la cepa E. 

coli HT115 (DE3). Para inducir la síntesis de ARN de doble cadena se siguieron dos 

protocolos: 

 

5.3.1. Inducción de ARN de doble cadena en bacterias crecidas en cultivo 

sólido 

Las bacterias HT115 transformadas se incubaron por una noche en medio LB 

adicionado con 50 µg/ml de ampicilina y 12.5 µg/ml de tetraciclina. Se colocaron 300 µl 

del cultivo en tubos de 1.5 ml y se centrifugó a 10000 rpm por un minuto. Se retiró la 

fracción líquida dejando aproximadamente 60 µl de volumen en el tubo. El pellet de 

bacterias se resuspendió y se colocó en placas con medio NGM (Agar 30 g/l, NaCl 3 g/l, 

peptona 2.5 g/l, amortiguadores de fosfatos 25 mM y colesterol 5 mg/l) suplementado con 

50 µg/ml de ampicilina, 12.5 µg/ml de tetraciclina y 1 mM de IPTG. Las cajas se incubaron 

a temperatura ambiente durante 16 horas en ausencia de luz. Posteriormente, animales en el 

estadio L4 se colocaron en las cajas para que se alimentaran de las bacterias que tenían 
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ARN de doble cadena y de este modo poder silenciar el gen de interés. Los animales de los 

genotipos indicados se crecieron por una generación a 24°C en presencia de las bacterias 

con el plásmido vacío o de las bacterias con el plásmido para silenciar al gen de interés. 

Finalmente, animales F1 en el estadio L4 se seleccionaron y crecieron hasta que alcanzaron 

su etapa adulta a 24°C.  

 

5.3.2. Inducción de ARN de doble cadena en bacterias crecidas en cultivo en 

líquido 

Las bacterias que contienen el plásmido que expresa el gen a silenciar o plásmido 

vacío se crecieron en agitación constante a 37°C hasta una densidad óptica de 0.6 en un 

cultivo de un litro. Una vez alcanzada la densidad óptica en el cultivo, se agregó IPTG (0.4 

mM concentración final) y se incubó por 2 horas adicionales a 37°C. El cultivo de bacterias 

se centrifugó a 12000 rpm durante 15 min a 4°C y el pellet de bacterias se resuspendio en 

1/10 del volume original medio LB con 50 µg/ml de ampicilina y 12.5 µg/ml de 

tetraciclina, 0.4 mM IPTG y 25% v/v de glicerol. Por último, 1 ml de bacterias fueron 

dispensadas en tubos de 1.5 ml, congeladas en nitrógeno líquido y almacenadas a -70°C. 

Para iniciar los experimentos de ARN de interferencia (RNAi), se descongelaron las 

baterías inducidas y se centrifugó a 8200 rpm por 1 minuto. El pellet de bacterias fue 

resuspendido en 100 µl de medio LB con antibióticos e IPTG y 15µl de bacteria 

resuspendida fue colocada en placas de 60 mm con medio NGM suplementado con 50 

µg/ml de ampicilina, 12.5 µg/ml de tetraciclina. Las cajas de NGM con la bacteria inducida 

se pueden almacenar a 4°C por un periodo máximo de una semana. 
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5.4. Tinción DAPI 

La tinción DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) en gónadas disecadas se realizó de 

acuerdo a las especificaciones de Lee et al. (2007). Brevemente, las gónadas de animales 

adultos de los genotipos indicados se disecaron en 30 µl de M9 1X sobre un cubreobjetos 

utilizando jeringas de insulina. Posteriormente se colocaron los cubreobjetos con los 

animales hacia abajo sobre un portaobjetos con poli-L-lisina y se sumergieron en nitrógeno 

líquido. Una vez congelados, se retiró el cubreobjetos y las muestras se fijaron en metanol a 

-20°C por un minuto. Adicionalmente, las muestras se fijaron en una solución que contenía 

formaldehído al 3% y 100 mM de K2HPO4 (pH 7.2) por 20 min a temperatura ambiente. 

Las gónadas fijadas se incubaron con DAPI (1 ng/µl) disuelto en PBT 1X (PBS y Tween 20 

al 0.5%) a temperatura ambiente por 10 min. Posteriormente las muestras se lavaron con 

PBT 1X por 5 min. Enseguida se agregó Vectashield Mounting Medium (Vector Labs) para 

prevenir fotoblanqueo. Por último, las muestras se sellaron con un cubreobjetos utilizando 

un esmalte de acrílico. 

 

5.5. Análisis de inmunofluorescencia 

La inmunolocalización de RME-2 en gónadas disecadas se realizó de acuerdo a las 

especificaciones de Salinas et al. (2007). Brevemente, los animales adultos de los genotipos 

indicados se disecaron en 30 µl de M9 1X sobre un cubreobjetos utilizando jeringas de 

insulina para liberar las gónadas. Posteriormente se colocaron los cubreobjetos con los 

animales hacia abajo sobre un portaobjetos con poli-L-lisina y se sumergieron en nitrógeno 

líquido. Una vez congelados, se retiró el cubreobjetos y las muestras se fijaron en metanol a 

-20°C por un minuto. Adicionalmente, las muestras se trataron con una solución que 

contiene PBS 1X, paraformaldehído al 3.7%, 80 mM de HEPES, 1.6 mM de MgSO4 y 0.8 
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mM de EGTA a temperatura ambiente por 20 min. Una vez fijadas se bloquearon con 30 µl 

de una solución que contiene 2 ml de PBT 1X, 0.9 ml de suero de cabra (NGS) y 0.12 ml 

de azida de sodio al 0.5% por 2 h. Al finalizar el bloqueo, se lavaron con PBT 1X por 10 

min. Posteriormente, las muestras se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo 

primario α-RME-2 (1:100) de acuerdo a las especificaciones de Grant and Hirsh (1999). Al 

día siguiente, las muestras se lavaron nuevamente con PBT 1X y se incubaron con el 

anticuerpo secundario anti-conejo Alexa Fluor 488 (1:100; MolecularProbes) y DAPI (4',6-

diamidino-2-fenilindol, 1 ng/µl) a temperatura ambiente por 2 h. Posteriormente se lavaron 

nuevamente con PBT 1X por 5 min. Enseguida se colocaron 20 µl de Vectashield 

Mounting Medium (Vector Labs) para prevenir fotoblanqueo. Las muestras se sellaron 

colocando un esmalte de acrílico alrededor del cubreobjetos. 

La inmunolocalización de la histona H3 fosforilada (H3P) en gónadas disecadas se 

realizó de acuerdo a las especificaciones de (Kadyk and Kimble 1998). Brevemente, los 

animales adultos de los genotipos indicados se disecaron en 30 µl de M9 1X sobre un 

cubreobjetos utilizando jeringas de insulina para liberar las gónadas. Posteriormente se 

colocaron los cubreobjetos con los animales hacia abajo sobre un portaobjetos con poli-L-

lisina y se sumergieron en nitrógeno líquido. Una vez congelados, se retiró el cubreobjetos 

y las muestras se fijaron en metanol a -20°C por un minuto. Adicionalmente, las muestras 

se trataron con una solución que contiene PBS 1X, paraformaldehído al 3.7%, 80 mM de 

HEPES, 1.6 mM de MgSO4 y 0.8 mM de EGTA a temperatura ambiente por 20 min. Una 

vez fijadas se bloquearon con 30 µl de una solución que contiene 2 ml de PBT 1X, 0.9 ml 

de Suero de cabra (NGS) y 0.12 ml de azida de sodio al 0.5% por 2 h. Al finalizar el 

bloqueo, se lavaron con PBT 1X por 10 min. Posteriormente, las muestras se incubaron 

toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario α-H3P (1:10; Fisher Scientific, catálogo: 06-
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570). Al día siguiente, las muestras se lavaron nuevamente con PBT 1X y se incubaron con 

el anticuerpo secundario anti-conejo Alexa Fluor 488 (1:100; MolecularProbes) y DAPI (1 

ng/µl) a temperatura ambiente por 2 h. Posteriormente se lavaron nuevamente con PBT 1X 

por 5 min. Enseguida se colocaron 20 µl de Vectashield Mounting Medium (Vector Labs) 

para prevenir fotoblanqueo. Las muestras se sellaron colocando un esmalte de acrílico 

alrededor del cubreobjetos. 

 

5.6. Western blot  

100 gusanos hermafroditas adultos de los genotipos indicados se crecieron 24°C, se 

colectaron en 9 µl de una solución de PBS 1X y se agregaron 2.4 µl de buffer de carga para 

proteína 6X y 2.6 µl de DTT 1M. Para la extracción de proteína total, las muestras se 

hirvieron por 5 min a 95°C y se centrifugaron por 1 min a 13,000 rpm. El sobrenadante de 

cada muestra se cargó en un gel de poli-acrilamida al 10 u 8%. Las proteínas fueron 

transferidas a una membrana de nitrocelulosa por electroforesis. La membrana se bloqueó 

con 5% de leche en una solución de TBS-Tween 0.1% (50 mM Tris-Hcl pH 7.6, 150 mM 

NaCl) con. Posteriormente, la membrana se incubó toda la noche a 4°C con un anticuerpo 

anti-pMPK-1 (Cell Signaling Technology, Catálogo: 9101) diluido 1:1000 en una solución 

de TBS con 5% de leche y con 0.5% de Tween 20. Al día siguiente la membrana se lavó 

con una solución de TBS-Tween y se incubó una hora a 4°C con un anticuerpo secundario 

anti-conejo acoplado a peroxidasa (H+L) (Thermo Fisher Scientific, Catálogo: 32460) 

diluido 1:1000 en una solución de TBS con 5% de leche y con 0.5% de Tween 20, como 

control de carga se utilizó el anticuerpo monoclonal α-tubulina (Sigma-Aldrich, Catálogo: 

T9026) diluido 1:500. La membrana se lavó nuevamente y se reveló en un cuarto obscuro 
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utilizando las especificaciones del fabricante Super Signal West Femto Trial Kit (Thermo 

Fisher Scientific, Catálogo: 34096).  

 

5.7. Extracción de ARN 

La extracción de ARN se realizó de acuerdo a las especificaciones de Lascarez-

Lagunas et al. (2014). Brevemente, se disecaron aproximadamente 100 gónadas de 

animales silvestres adultos crecidos con bacteria o sometidos a 6 h de ayuno a 24°C. La 

extracción de ARN total se realizó con el reactivo TRIzol (Invitrogen) y perlas de vidrio. Se 

agregó 100 µl de cloroformo a cada muestra, se agitó por 15 s en el vortex y se incubó a 

temperatura ambiente por 3 min. Las muestras se centrifugaron a 13400 rpm por 15 min. Al 

término de la centrifugación se tomó la fase superior y se colocó en un tubo nuevo. A cada 

tubo se le agregaron 250 µl de isopropanol, se agitó por 15 s en el vortex y se incubó a 

temperatura ambiente por 10 min. Posteriormente se centrifugaron las muestras a 13400 

rpm por 3 min. Se decantó el sobrenadante y la pastilla de ARN se lavó con 500 µl de 

etanol al 75%. En seguida se centrifugaron las muestras a 7500 rpm por 5 min. El 

sobrenadante de etanol se decantó y los tubos se dejaron secar a temperatura ambiente 

durante 10 min. A cada tubo se le adicionaron 10 µl de agua tratada con DEPC. Se mezcló 

la pastilla de ARN con el vortex y se incubó a 60°C por 10 min. Finalmente se cuantificó la 

concentración de ARN en cada muestra con un NanoDrop (BioRad).  
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5.8. Análisis de la expresión de ARN mensajero mediante PCR de tiempo real 

El análisis de la expresión de ARN mensajero mediante PCR tiempo real se realizó 

de acuerdo a las especificaciones de Lascarez-Lagunas et al. (2014). Brevemente, se utilizó 

100 ng de ARN total en cada condición para sintetizar cDNA usando la transcriptasa 

reversa Im-Prom II (Promega) y oligos dT. El análisis de la expresión de ARN mensajero 

mediante PCR tiempo real (qRT-PCR) se realizó utilizando oligonucleótidos específicos 

diseñados con ayuda del software Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) (Untergasser 

et al. 2012). La amplificación se realizó con Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

biosystems). Cada reacción de 20 µl contiene 3 µl de Oligo FOW (250 nM), 3 µl de Oligo 

REV (250 nM), 1 µl de cDNA, 3 µl de H2O milliQ estéril y 10 µl de SYBR Green PCR 

Master Mix. Para la detección se utilizó el sistema ABI Prism 7000 (Applied Biosystems). 

ɣ-Tubulina (tbg-1) se usó como control de amplificación. Los valores de CT (test gene 

threshold cycle) de cada gen se normalizaron con los valores de CT obtenidos para tbg-1 en 

cada condición. Se utilizó el método comparativo CT descritos por (Livak and Schmittgen 

2001) para obtener los niveles de expresión relativa. Los oligonucleótidos utilizados para la 

amplificación se muestran en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Lista de oligonucleótido utilizados en los experimentos de PCR de 

tiempo real 

NOMBRE Gen  Secuencia (5´-3´) Tm 

Fragmento 

que amplifica 

(pb) 

tbg-1_FOW 
tbg-1 

CCTGTTGTCGATCCAAATGA 
60 108 

tbg-1_REV AACCCGAGAAGCAGTTGAAA 

ced-9_FOW 
ced-9 

AAACGGAATGGAATGGTTTG 
60 110 

ced-9_REV AATTTTCCGCGTGCTTCTT 

dpff-1_FOW 
dpff-1 

CGGCACTGCTTTTATGAACA 
60 120 

dpff-1_REV CACTCAAGACACTGCCATCC 

 

5.9. Procesamiento de imágenes 

Las micrografías se obtuvieron en un microscopio Nikon Eclipse E600 equipados 

con la cámara AxioCam MRc (Zeiss). Las imágenes se capturaron utilizando el programa 

AxioVision (Zeiss). Las imágenes se procesaron usando el programa ImageJ. Algunas 

imágenes se capturaron como un montaje con espacios sobrepuestos y se procesaron con el 

programa MosaicJ (Thévenaz and Unser 2007). 

Para la cuantificación de la proteína verde fluorescente en las imágenes de los 

experimentos de choque térmico se utilizó el progaram Image J (1.5ob, Wayne Rasband, 

National Institutes of Health). Para calcular y graficar las unidades relativas de 

fluorescencia se seleccionó en cada micrografía el área total de cada animal.  

La fluorescencia total corregida se calculó con la fórmula: fluorescencia total corregida 
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(CTF) = densidad integrada - (área seleccionada x media de fluorescencia de dos lecturas 

independientes) (https://sciencetechblog.com/2011/05/24/measuring-cell-fluorescence-

using-imagej/) (Huelgas-Morales et al. 2016). 

 

5.10. Ensayos de apoptosis 

Para investigar el efecto de la falta de dpff-1 en la apoptosis de la línea germinal se 

cruzaron los animales dpff-1(tm4287) y dpff-1(xm17) con la cepa transgénica MD701 

bcIs39 [Plim-7::ced-1::gfp; lin-15(+)] (Schumacher et al. 2005). El receptor de membrana 

CED-1 se expresa en las células de la vaina durante el proceso de fagocitosis de cuerpos 

apoptóticos. El transgen CED-1::GFP se usa comúnmente para la cuantificación de cuerpos 

apoptóticos bajo el microscopio de epifluorescencia. Los animales ced-1::gfp; dpff-

1(tm4287), ced-1::gfp; dpff-1(xm17) y ced-1::gfp se crecieron a 24°C. Posteriormente se 

montaron en un portaobjetos con agarosa al 2% y se anestesiaron con 20 µl de tetramisol 10 

mM. Por último, los animales se observaron bajo el microscopio de epifluorescencia para 

cuantificar el número de cuerpos apoptóticos por brazo de gónada a las 24, 48 y 72 h post 

estadio larval L4. Por otro lado, para facilitar el conteo de cuerpos apoptóticos bajo 

microscopía Nomarski el gen ced-1 se silenció por RNAi. Los animales con los genotipos 

indicados se crecieron a 24°C, se montaron en un portaobjetos con una cama de agarosa al 

2%, se anestesiaron con tetramisol 10 mM y se observaron bajo microscopía Nomarski. 

Todos los análisis estadísticos se realizaron mediante una prueba t tipo Mann-Whitney (*** 

P<0.001) en el programa SIGMA-PLOT. 
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5.11. Condiciones de estrés 

5.11.1. Apoptosis inducida por estrés 

Las condiciones de estrés utilizadas en este trabajo se realizaron de acuerdo a las 

especificaciones de Derry et al. (2001), Salinas et al. (2006), Stergiou et al. (2007) y Silva-

Garcia and Estela Navarro (2013). Brevemente, los animales ced-1::gfp; dpff-1(tm4287), 

ced-1::gfp; dpff-1(xm17) y ced-1::gfp se crecieron a 24°C. Para inducir la apoptosis de la 

línea germinal por ayuno, animales adultos de los genotipos indicados se tranfirieron a 

cajas NGM sin bacteria y mantenidos por 6 h a 24°C. Para inducir la apoptosis de la línea 

germinal por choque térmico, animales adultos de los genotipos indicados se tranfirieron a 

cajas de 35 mm con NGM y bacteria. Los animales se incubaron en un baño de agua a 31°C 

por 3 h. Al finalizar el choque de calor los animales se recuperaron por 4.5 h a 24°C.  

Al finalizar cada tratamiento de estrés, los animales adultos de los genotipos 

indicados se montaron en un portaobjetos con agarosa al 2% y se anestesiaron con 20 µl de 

tetramisol 10 mM. Por último, los animales se observaron bajo el microscopio de 

epifluorescencia para cuantificar el número de cuerpos apoptóticos por brazo de gónada. 

Todos los análisis estadísticos se realizaron mediante una prueba t tipo Mann-Whitney (*** 

P<0.001) utilizando el programa SIGMA-PLOT. 

 

5.11.2. Ensayos con reporteros de choque de térmico 

Animales sincronizados hsp-16.2::GFP con los genotipos indicados se crecieron a 

20ºC. Entre 30-40 animales en el estadio L4 se colectaron en placas de 35 mm con medio 

NGM y bacteria OP50-1. Al día siguiente, los animales adultos se incubaron en un baño de 

agua a 35°C por 2 h y luego se dejaron recuperar por 4 h adicionales a 20ºC (Dues et al. 

2016). En el caso de animales que expresan el transgen Psod-3::GFP los experimentos se 
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realizaron bajo condiciones de ARN de interferencia a 20ºC utilizando como control el 

plásmido vacío o silenciando el gen dpff-1(RNAi). Entre 30-40 animales en el estadio L4 se 

colectaron en placas de 35 mm con medio NGM y bacteria OP50-1. Al día siguiente, los 

animales adultos se incubaron en un baño de agua a 31°C por 8 h. Los animales que no 

fueron sometidos a ningún tipo de estrés se mantuvieron a 20ºC todo el tiempo. Al finalizar 

los tratamientos, los animales fueron montados en un portaobjetos con una cama de agarosa 

al 2%, se anestesiaron con 20 µl de tetramisol 10 mM y se observaron bajo microscopía de 

epifluorescencia. La cuantificación de la fluorescencia se realizó con el software Image J, 

siguiendo las indicaciones de Huelgas-Morales et al. (2016). 

 

5.12. Letalidad embrionaria después de un choque térmico 

La cuantificación de la letalidad embrionaria después de un choque térmico se 

realizó de acuerdo a las especificaciones de Huelgas-Morales et al. (2016). Brevemente, 

animales adultos en los genotipos indicados se crecieron a 24ºC y se dividieron dentro de 

dos grupos: animales control (24ºC) y animales sometidos a un choque de calor de 31ºC por 

3h. Inmediatamente después del choque de calor, los animales de los genotipos indicados se 

montaron en un portaobjetos que contenía una cama de agarosa al 2% y se observaron bajo 

el microscopio Nomarski. El número de embriones y ovocitos maduros dentro de cada 

animal hermafrodita se determinó y se obtuvo el promedio. Los animales se recuperaron en 

cajas NGM con bacteria a 24ºC y se permitió que depositaran embriones por 10 h (Grupo 

A). Posteriormente, los animales se transfirieron a nuevas cajas de NGM con bacteria a 

24ºC y se permitió que depositaran embriones por 12 h (Grupo B). Una vez más, los 

animales se transfirieron a cajas de NGM con bacteria a 24ºC y se permitió que depositaran 

embriones por 24 h (Grupo C) (Figura 29a). La calidad de células germinales se evaluó 
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indirectamente a través de la cuantificación de la letalidad embrionaria. Los embriones que 

no eclosionaron 24 h después de ser depositados al medio fueron considerados muertos. La 

letalidad embrionaria de animales que no fueron sometidos al choque de calor se asignó 

como grupo control. 

 

5.13. Ensayos de fertilidad 

Animales hermafroditas en los genotipos indicados se crecieron a 20°C, 24°C o bajo 

cambios de temperatura durante su desarrollo. Animales en el estadio larval L4 se 

seleccionaron individualmente y se movieron a cajas de NGM con bacteria cada 24 h por 3 

o 4 días. En cada caja se cuantificó el número de embriones muertos y descendencia viva 

cada 24 h. Los embriones que no eclosionaron 24 h después de ser depositados al medio 

fueron considerados muertos. Los porcentajes de cada categoría se muestran con SEM 

(Standard error of the mean). El número de animales analizados se muestra entre paréntesis. 

Todos los análisis estadísticos se realizaron mediante una prueba ´´t´´ tipo Mann-Whitney 

(*** P<0.001). 

 

5.14. Construcción de transgenes 

La clonación de genes para generar animales transgénicos por el método ´´Mos1-

mediated single copy insertion (MosSCI)´´ (Frokjaer-Jensen et al. 2008; Frokjaer-Jensen et 

al. 2012) se realizó mediante el sistema ´´Multisite Gateway Three Fragment Vector 

Construction Kit´´ (Invitrogen). Para generar estos transgénicos se usó DNA genómico 

como templado y los oligonucleótidos anotados en la Tabla 3.  
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Los productos de PCR fueron purificados a partir de un gel de agarosa con el kit 

QIAquick Gel Extraction (QIAGEN). Los fragmentos purificados se clonaron por 

recombinación en los vectores donadores pDONRP4-P1R, pDONR221 y pDONRP2R-P3. 

Los insertos clonados en estos vectores se confirmaron por patrón de restricción y 

secuenciación.  

Los plásmidos pDONRP4-P1R-dpff-1 y pDONRP2R-P3-dpff-1 se linealizaron por 

PCR con los oligonucleótidos enlistados en la la Tabla 3. La secuencia codificante de la gfp 

se amplificó del vector pCM1.53 (Addgene plasmid 17250) (Merritt et al. 2008) con los 

oligonucleótidos de la Tabla 3. Los productos de PCR se digirieron con la enzima de 

restricción DpnI (New England Biolabs) por 2 h y se purificaron a partir de un gel de 

agarosa al 2% con el kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN). La secuencia codificante de 

la gfp se fusionó después del ATG o antes del codón de paro del gen dpff-1 mediante una 

reacción Gibson (Gibson et al. 2009). Para ello se mezclaron los productos de PCR 

linealizados de los plásmidos pDONRP4-P1R-dpff-1 y pDONRP2R-P3-dpff-1 con el 

producto de PCR de la gfp. Por último, los insertos clonados en los vectores pDONR se 

recombinaron en tandem en el plásmido destino pCFJ150 (Addgene plasmid 19329) 

(Frokjaer-Jensen et al. 2008).  
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Tabla 3. Lista de oligonucleótidos utilizados para la construcción de transgenes 

en C. elegans 

NOMBRE SECUENCIA 5´ a 3´ 

 

attB4_dpff-1_FOW 

GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGATGATGACCCTAAA

AATTATCATAC 

 

attB1r_dpff-1_REV 

GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGCTTAGATTATTCAGA

TTTCAAATGGATC 

 

attB1_dpff-1_FOW 

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGATAAAT

CTTTAGAGCATTTAGG 

 

attB2r_dpff-1_REV 

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTAAGATCCACA

ATTATGTGAAGAAG 

 

attB2_dpff-1_FOW 

GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCAAATGTATTAGCT

TCCTTCCTCTC 

 

attB3_dpff-1_REV 

GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTGATTCTTTGAAACT

TCCAATATTG 

 

P4-P1R-dpff-1_FOW 

GCTTCCGCCGGTACCTCCACTGCCACCGCTAGTACTCATTG

TCTGTAAGATTAGCTGTCTTGGATTATTTTTAAAC 

 

P4-P1R-dpff-1_REV 

GGTGGCACAGGAGGAACGGGCGGTAGTGGAGGCACTGGTA

TCTCGGAAAACGGATATATGGACCTGATGC 

 

2R-P3-dpff-1_FOW 

GCTTCCGCCGGTACCTCCACTGCCACCGCTAGTACTCTTCTT

GGCCGGTGCAC 

 

2R-P3-dpff-1_REV 

GGTGGCACAGGAGGAACGGGCGGTAGTGGAGGCACTGGTT

AATGGTTCTCAAATATTATATTTATTCCAATATTT 

 

GFP_FOW 

AGTACTAGCGGTGGCAGTGGAGGTACCGGCGGAAGCAGTA

AAGGAGAAGAACTTTTCAC 



	

39	
	

 

GFP_REV 

ACCAGTGCCTCCACTACCGCCCGTTCCTCCTGTGCCACCTTT

GTATAGTTCATCCATGCC 

 

5.15. Construcción de sgRNA 

Usamos el plásmido pU6::unc-119 sgRNA (Addgene plasmid 46169) (Friedland et 

al. 2013) como templado para generar el plásmido que expresa el sgRNA dirigido contra la 

secuencia de dpff-1 en el genoma de C. elegans. El plásmido pU6::unc-119 sgRNA se 

linealizó con los oligonucleótidos de la Tabla 4. Posteriormente, el producto de PCR se 

digirió con la enzima de restricción DpnI (New England Biolabs) por 2 h, se purificó de un 

gel de agarosa al 2% con el kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN) y se transformó en 

células competentes E. coli DH5 alpha. El plásmido pU6::dpff-1 sgRNA se verificó por 

patrón de restricción y secuenciación. 

 

Tabla 4. Lista de oligonucleótidos utilizados para la construcción del plásmido 

con un sgRNA dirigido a dpff-1 

NOMBRE SECUENCIA 5´ a 3´ 

sgRNA_dp

ff-1_FOW 

ACTGCATTAAATGGAATTCCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT

AAAATAAG 

sgRNA_dp

ff-1_FOW 

CGGAATTCCATTTAATGCAGTAAACATTTAGATTTGCAATTCAATT

ATATAGG 

 

5.16. Generación de animales transgénicos y cepas mutantes 

Los animales trangénicos se generaron por el método de ``Mos1-mediated single 

copy insertion´´ (Frokjaer-Jensen et al. 2008; Frokjaer-Jensen et al. 2012). Brevemente, 
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animales adultos de la cepa EG6699 [ttTi5605 II; unc-119(ed3) III; oxEx1578] se 

microinyectaron en la gónada utilizando una mezcla que contiene los siguientes plásmidos: 

pCFJ601 (Peft-3::Mos1 transposase, 50 ng/µl), el marcador de selección negativa pMA122 

(Phsp-16.1::peel-1, 10 ng/µl), los plásmidos de coinyección pCFJ104 (Pmyo-3::mCherry, 5 

ng/µl), pGH8 (Prab-3::mCherry, 10 ng/µl), pCFJ90 (Pmyo-2::mCherry, 2.5 ng/µl) y el 

plásmidos templado pCFJ150 con el trangen Pdpff-1::GFP::dpff-1::dpff-1 3’utr (20 ng/µl) o 

el plásmido pCFJ150 con el transgen Pdpff-1::dpff-1::GFP::dpff-1 3’utr (20 ng/µl). Los 

animales inyectados se crecieron a 24°C por varios días y los animales con fenotipo unc-

119 (+) se sometieron a un choque de calor a 34°C por 2 h. Los animales que sobrevivieron 

al choque de calor se movieron a cajas de NGM con bacteria y su progenie se analizó bajo 

el microscopio de epifluorescencia. Los animales que expresaban la señal fluorescente de la 

GFP pero no expresaban la señal fluorescente de la mCherry fueron seleccionados. 

La línea mutante RN042 dpff-1(xm17) se generó por el sistema CRISPR-Cas-9 

(Friedland et al. 2013). Brevemente, animales adultos silvestres se microinyectaron en la 

gónada utilizando una mezcla que contiene los siguientes plásmidos: Peft-3::cas9-SV40 

(Addgene plasmid 46168, 50 ng/µl) (Friedland et al. 2013), pU6::dpff-1 sgRNA (45 ng/µl) 

y pCFJ104 (Pmyo-3::mCherry, 5 ng/µl). Los animales F1 que expresaban la señal 

fluorescente de la mCherry se seleccionaron en un estereomicroscopio de fluorescencia (66 

animales). Los animales F1 seleccionados en el paso anterior se genotipificaron por PCR 

usando los oligonucleótidos dpff-1_EcoRI_FOW: 

GCGTAGCTACATATTAATCAATTATCGC y 

dpff-1_EcoRI_REV: AGCCGTTTGATGTTCATAGTATG. Los productos de PCR se 

digirieron con la enzima de restricción EcoRI por 3 h y se visualizaron en un gel de agarosa 

al 2% (Figura 14). Mediante este método identificamos dos alelos independientes para el 
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gen dpff-1 (Frequencia de mutación =2/66=3.03%). Los productos de PCR de los alelos 

xm17 y xm20 se secuenciaron y se analizaron. El alelo xm17 generó una mutación sin 

sentido (Figura 23c), mientras que el alelo xm20 generó una mutación silenciosa. 

 

Figura 14. Identificación del alelo mutante para el gen dpff-1. (A) Representación 

esquemática del patrón de migración de productos de PCR de animales silvetres y animales 

mutantes. (B) Gel de agarosa con los productos de PCR de animales silvestres y animales 

mutantes. El producto de PCR de animales silvestres (+/+) genera una banda única de 540 

pb. El patrón de restricción con la enzima EcoRI del producto de PCR de animales 

silvestres genera dos bandas, la más grande migra en 347 pb y la más pequeña migra en 193 

pb. El patrón de restricción con la enzima EcoRI del producto de PCR de animales que 

acarrean una mutación en el sitio de corte de la enzima EcoRI genera una banda única de 

540 pb. El patrón de restricción con la enzima EcoRI del producto de PCR de animales 

heterocigos (+/-) genera tres bandas, una de 540 pb, una de 347 pb y una de 193 pb. El 

patrón de restricción con la enzima EcoRI del producto de PCR de animales homócigos 

mutantes (-/-) genera una banda única de 540 pb. 

 

5.17. Curvas de sobrevivencia 

El choque de calor para las curvas de sobrevivencia se realizó de acuerdo a las 

especificaciones de Paz-Gomez et al. (2014). Brevemente, se colocaron larvas L1 

sincronizadas en cajas con medio NGM y bacteria Escherichia coli OP50-1. Las larvas L1 
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en los genotipos indicados se crecieron a 24°C por 40 h o bajo cambios de temperatura 

durante su desarrollo por 45 h. Los animales adultos se colocaron en varias cajas de 35 mm 

con NGM y bacteria (30 animales por caja). Posteriormente se incubaron a 36°C por 12 h. 

Para contabilizar los animales vivos y muertos se tomó una caja diferente cada hora. Se 

consideraron animales muertos aquellos que no respondían al toque del asa y que además 

no presentaban bombeo en la faringe. El porcentaje de sobrevivencia representa la suma de 

tres experimentos diferentes. Todos los análisis estadísticos se realizaron mediante una 

Two-way ANOVA con una prueba de Bonferroni (** P<0.01, *** P<0.001) en el programa 

SIGMA-PLOT. 
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6. RESULTADOS 

6.1. DPFF-1 es el único miembro de la familia de factores de transcripción D4 en 

C. elegans 

dpff-1(C28H8.9) es el único miembro de la familia d4 reportado en el genoma de C. 

elegans (http://www.wormbase.org; release WS252, Dec 04 2015). Existen tres isoformas 

de ARNm del gen dpff-1 anotadas en el genoma de C. elegans. Sin embargo, la isoforma 

más larga codifica para la proteína que posee los dominios Krüppel y PHD/d4 

(http://www.wormbase.org; release WS252, Dec 04 2015, Figura 15).  

 

 

Figura 15. dpff-1 es el único miembro de la familia d4 reportado en el genoma 

de C. elegan. (a) Representación esquemática de las isoformas de ARNm del gen dpff-1. 

(b) Representación esquemática de las proteínas DPFF-1.  

 

Un alineamiento a nivel de proteína entre miembros de la familia d4 mostró que la 

proteína DPFF-1 de C. elegans es ~84% idéntica a sus homólogos en Caenorhabditis 

remanei y Caenorhabditis briggsae. La proteína DPFF-1 de C. elegans tiene un 60% 
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identidad con la proteína dd4-PA de D. melanogaster y un ~38% de identidad con 

miembros de la familia d4 de vertebrados. Observamos que todos los miembros de la 

familia d4, incluyendo la proteína DPFF-1 de C. elegans, contienen una señal de 

localización nuclear predicha (SLN), un dedo de zinc tipo Krüppel y dos dominios PHD/d4 

en el C-terminal (Figura 16).  

 

Figura 16. DPFF-1 pertenece a la familia de factores de transcripción D4. 

Alineamiento de la secuencia de aminoácidos entre miembros de la familia de factores de 

transcripción D4. El alineamiento fue realizado por el método Muscle con la secuencia 

primaria de Ce-DPFF-1 (C. elegans), Cr-DPFF-1 (C. remanei), Cb-DPFF-1 (C. briggsae), 

Dm-dd4-PA (D. melanogaster), Xl-ubi-d4 (X. leavi), Dr-DPF3 (D. rerio), Mm-DPF1, Mm-

DPF2, Mm-DPF3 (M. musculus), Hs-DPF-1, Hs-DPF2 and Hs-DPF3 (H. sapiens). Los 

aminoácidos conservados están marcados con azul. Los motivos conservados están 

encerrados en recuadros con líneas punteadas. Dominio 2/3: Región N-terminal codificada 

por exones 2 y 3. SLN: Secuencia de localización Nuclear. Dedos de zinc tipo Krüppel y 

dominio d4.  
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6.2. DPFF-1 se expresa en los núcleos de todas las células del C. elegans durante el 

desarrollo 

Para determinar el patrón de expresión del gen dpff-1 durante el desarrollo de C. 

elegans, fusionamos el promotor y el gen codificante de dpff-1 con la proteína verde 

fluorescente (GFP) tanto en su extremo amino como en su extremo carboxilo. Para generar 

estas construcciones, clonamos en tandem la región promotora predicha de 965 pb rio 

arriba del ATG (Dupuy et al. 2004) y la región codificante desde el ATG hasta el final de 

su 3’UTR reportado (2632 pb) (http://www.wormbase.org, release WS252, Dec 04 2015). 

Posteriormente, mediante una reacción tipo Gibson (Gibson et al. 2009) se unió la 

secuencia codificante de la gfp después del ATG o antes del codón de paro del gen dpff-1. 

Los animales transgénicos fueron generados por el método ´´Mos1-mediated single copy 

insertion (MosSCI)´´ (Frokjaer-Jensen et al. 2008; Frokjaer-Jensen et al. 2012). La primera 

línea transgénica, xmSi09, expresa el reportero GFP fusionado a la proteína DPFF-1 en su 

región N-terminal (Figura 17) y la segunda línea transgénica, xmSi25, expresa el reportero 

GFP fusionado a la proteína DPFF-1 en su región C-terminal (Figura 17).  

 

Figura 17. Representación esquemática de DPFF-1 fusionada a la proteína verde 

fluorescente (GFP) en su extremo amino terminal (xmSi09) o su extremo carboxilo 

terminal (xmSi25). 

 

Para mayor facilidad en este trabajo nos referiremos a la línea transgénica xmSi09 

como GFP::DPFF-1 y a la línea transgénica xmSi25 como DPFF-1::GFP. Embriones, larvas 
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y animales hermafroditas GFP::DPFF-1 fueron montados en un portaobjetos y observados 

bajo el microscopio de epifluorescencia para determinar el patrón de expresión. Se observó 

la expresión de la GFP::DPFF-1 en todas las etapas embrionarias y post-embrionarias 

principalmente en un patrón nuclear y ligeramente difuso por todo el citoplasma (Figura 

18). Como se esperaba, animales DPFF-1::GFP presentaron un patrón de expresión similar 

al de animales GFP::DPFF-1, en todas las etapas embrionarias y post-embrionarias 

principalmente en un patrón nuclear y ligeramente difuso por todo el citoplasma (Figura 

19).  
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Figura 18. GFP::DPFF-1 se expresa de forma ubicua durante el desarrollo de C. 

elegans. Animales transgénicos xmSi09 crecidos a 24°C fueron montados y observados 

bajo el microscopio de epifluorescencia. El patrón de expresión del transgen fue analizado 

en los estadios de desarrollo indicados en cada figura. (a-f) Embriones, (g) estadio larval 

L1, (h) estadio larval L4 y (i) hermafrodita adulto. Las imágenes (g-i) fueron capturadas 

como un montaje con límites sobrepuestos y procesadas usando MosaicJ. a: anterior. p: 

posterior. 
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Figura 19. El transgen DPFF-1::GFP se expresa en células somáticas y germinales 

durante la fase adulta de C. elegans. Animales transgénicos xmSi25 crecidos a 24°C 

fueron montados y observados bajo el microscopio de epifluorescencia. El patrón de 

expresión del transgen DPFF-1::GFP fue analizado en animales adultos. (e) Expresión del 

transgen DPFF-1::GFP en células no identificadas en la región de la cola (cabezas de 

flecha). (f) Expresión del transgen DPFF-1::GFP en embriones y células del intestino 

(asterisco). (g) Expresión del transgen DPFF-1::GFP en células germinales y ovocitos 

(flecha). (h) Expresión del transgen DPFF-1::GFP en células no identificadas en la región 

de la cabeza (cabezas de flecha).  

 

Para corroborar la localización nuclear y expresión en la gónada del transgen 

GFP::DPFF-1, disecamos y teñimos con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) la gónada de 

animales xmSi09 hermafroditas y animales xmSi09 machos. Como se esperaba, la señal 

fluorescente GFP::DPFF-1 y DAPI se sobrelapó en las células somáticas y germinales de la 

gónada de animales hermafroditas (Figura 20 a-c) y animales machos (Figura 20 d-f). En 

estos experimentos también observamos que la señal fluorescente GFP::DPFF-1 presenta 

un patrón nuclear y ligeramente difuso por todo el citoplasma en las células germinales y en 

las células somáticas que conforman la gónada de animales hermafroditas (Figura 20 a-c) 

y animales machos (Figura 20 d-f). Estas observaciones demuestran que GFP::DPFF-1 se 



	

49	
	

expresa de manera ubicua durante todo el desarrollo embrionario y post-embrionario 

principalmente en un patrón nuclear y ligeramente difuso por todo el citoplasma de células 

somáticas y germinales.  

 

Figura 20. GFP::DPFF-1 se localiza principalmente en los núcleos de células 

somáticas y germinales en la gónada de C. elegans. (a-c) Las gónadas disecadas de 

animales xmSi09 hermafroditas y (d-f) animales xmSi09 machos fueron fijadas bajo 

condiciones especiales para preservar la señal de la GFP y teñidas con DAPI para visualizar 
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ADN. Las imágenes fueron capturadas como un montaje con límites sobrepuestos y 

procesadas usando MosaicJ. Las flechas apuntan hacia el núcleo de las células de la vaina. 

Las flechas vacías apuntan hacia las células que conforman la espermateca. Se muestran los 

acercamientos de las regiones distales (d*) y proximales (p*) de cada gónada. 

 

Para validar la señal fluorescente de animales trasgénicos GFP::DPFF-1, 

silenciamos el gen dpff-1 en animales xmSi09 usando el método de RNAi por alimentación. 

En los ensayos de RNAi se usó el plásmido vacío (PV) pPD129.36 como control negativo, 

según lo recomendado anteriormente por Conte and Mello (2003). Animales xmSi09 fueron 

crecidos por una generación bajo condiciones control (PV, plásmido vacío) o bajo 

condiciones dpff-1(RNAi) a 24°C. Animales adultos xmSi09; (PV) y animales xmSi09; 

dpff-1(RNAi) fueron montados en un portaobjetos y observados bajo el microscopio de 

epifluorescencia. La señal fluorescente GFP::DPFF-1 disminuyó en animales xmSi09; dpff-

1(RNAi) (Figura 21 m-p) en comparación con la señal fluorescente de animales xmSi09; 

(PV) control (Figura 21 e-h). Sin embargo, todos los animales xmSi09; dpff-1(RNAi) 

preservaron algo de señal fluorescente en algunas células no identificados de la cabeza, la 

cola y a lo largo del cuerpo (Figura 21 m y p). Creemos que algunas de las células no 

identificadas con señal fluorescente después del tratamiento por RNAi podrían ser 

neuronas, ya que la mayoría de las neuronas son resistentes al RNAi por alimentación en C. 

elegans (Kamath et al. 2001; Asikainen et al. 2005). Estas observaciones demuestran que la 

señal fluorescente GFP::DPFF observada en animales xmSi09 es específica. 
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Figura 21. La señal GFP::DPFF-1 disminuye en animales dpff-1(RNAi). Animales 

transgénicos xmSi09 fueron crecidos a 24°C en condiciones control (PV, plásmido vacío) o 

bajo condiciones dpff-1(RNAi). (a-h) Animales adultos xmSi09; PV (control) y (i-p) 

animales adultos xmSi09; dpff-1(RNAi) fueron montados y observados bajo el microscopio 

de epifluorescencia. Las imágenes en Nomarski se muestran en los paneles a-d y i-l. Las 

imágenes en fluorescencia se muestran en los paneles e-h y m-p. (e y m) Expresión del 

transgen GFP::DPFF-1 en células no identificadas en la región de la cola (cabezas de 

flecha). (f y n) Expresión del transgen GFP::DPFF-1 en embriones y células del intestino 

(asterisco). (g y o) Expresión del transgen GFP::DPFF-1 en células germinales (flechas 

abiertas) y ovocitos (flechas). (h y p) Expresión del transgen GFP::DPFF-1 en células no 

identificadas en la cabeza (cabezas de flechas).  
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6.3. La expresión de dpff-1 es menor durante el ayuno 

Originalmente, mediante un microarreglo se encontró que la expresión de dpff-1 

disminuye en animales adultos después de someterlos a un ayuno de 6 h (Silva-García 

2013). Para corroborar que la expresión de dpff-1 es menor en animales adultos después de 

someterlos a un ayuno de 6 h realizamos un análisis por qRT-PCR (real-time reverse 

transcription-PCR). En este experimento se utilizó el ARN total de gónadas disecadas de 

animales adultos silvestres alimentados o animales silvestres sometidos a 6 h de ayuno. 

Observamos que los niveles de ARNm de dpff-1 disminuye 10.48 veces durante el ayuno 

(Figura 22). Anteriormente, se observó que el ayuno afecta la expresión del ARN 

mensajero de ced-9 (Lascarez-Lagunas et al. 2014) por lo que se utilizó como control 

positivo. Efectivamente, observamos que los niveles de ARN mensajero de ced-9 

disminuyen durante el ayuno. Nuestros datos muestran que la expresión de dpff-1 baja en la 

gónada de C. elegans después de un ayuno de 6 h. 

 

Figura 22. Los niveles de expresión del gen dpff-1 disminuyen en condiciones de 

ayuno. Análisis de los genes indicados mediante qRT-PCR. El ARN mensajero total se 

obtuvo de gónadas disecadas de animales silvestres crecidos a 24°C en condiciones control 
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o sometidos a 6 h de ayuno. La gráfica muestra el promedio de la abundancia relativa de 

ARN mensajero provenientes de tres experimentos independientes. Las barras de error 

muestran SEM (Standard error of the mean). Todos los análisis estadísticos fueron 

realizados mediante una prueba t tipo Mann-Whitney (*** P<0.001). Los oligonucleótidos 

que se utilizaron para amplificar a dpff-1 y ced-9 están enlistados en la tabla 2. 

 

6.4. Obtención y análisis de los alelos mutantes en dpff-1 

Para estudiar el fenotipo de animales dpff-1 mutantes, usamos los alelos xm17 y 

tm4287 (Figura 23). El alelo dpff-1(xm17) (RN042) fue generado en el laboratorio 

mediante el sistema CRISPR-Cas-9 (Friedland et al. 2013). El alelo xm17 tiene eliminadas 

e insertadas 5 y 4 pares de bases, respectivamente, entre los nucleótidos 46 a 56 después del 

codón de inicio del gen dpff-1 (Figura 23c). Estas modificaciones generan una mutación 

sin sentido y dan origen a la síntesis de una proteína truncada de 23 aminoácidos (Figura 

23b). El alelo tm4287 se obtuvo del proyecto ´´National BioResource Project, Tokyo, 

Japan´´. Este alelo tiene eliminadas en total 318 pares de bases, las cuales se describen a 

continuación; 16 de 83 pares de bases del exón uno, todo el primer intron y 176 de 254 

pares de bases del exón dos, sin embargo, conserva el marco abierto de lectura (Figura 

23d). La escisión de bases en el alelo tm4287 dan origen a la síntesis de una proteína más 

corta que carece de los aminoácidos 22 a 85 (Figura 23b) pero conserva el resto de la 

proteína intacta. No observamos problemas en tamaño, crecimiento y motilidad en los 

animales dpff-1(xm17) y dpff-1(tm4287). 
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Figura 23. Esquema de los alelos xm17 y tm4287. (a) Representación esquemática del 

gen dpff-1 y sus alelos mutantes. (b) Representación esquemática de las proteínas DPFF-1 

silvestres y mutantes. SLN: Secuencia de localización Nuclear. (c) Mutación del gen dpff-1 

mediante el sistema CRISPR-Cas-9. Representación esquemática de la inserción y pérdida 

de nucleótidos en el alelo xm17. El número de bases insertadas (+) o perdidas (−) están 

indicadas entre paréntesis. Las bases eliminadas son representadas como guiones negros. 

Los números a la izquierda de la secuencia indican el total de bases ganadas o perdidas en 

el alelo xm17. Análisis de la secuencia del alelo tm4287. (d) Representación esquemática 
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de las bases eliminadas en el alelo tm4287. Las bases eliminadas son representadas como 

guiones negros.  

 

6.5. Los animales dpff-1 tienen problemas de fertilidad 

Para estudiar el efecto de dpff-1 sobre la fertilidad y letalidad embrionaria de C. 

elegans, realizamos un conteo de progenie. Ya que varios procesos en la línea germinal de 

C. elegans han sido descritos como dependientes de la temperatura (Schierenberg et al. 

1980; Denich et al. 1984), los experimentos de conteo de progenie fueron estudiados a 

20°C, 24°C, o con cambios de temperatura durante su desarrollo. Independientemente de 

las condiciones de crecimiento, los animales dpff-1 mutantes tuvieron en promedio menos 

hijos que los animales silvestres (Tabla 5). A su vez, observamos que los valores de 

letalidad embrionaria de animales dpff-1 mutantes son ligeramente altos en todas las 

condiciones de crecimiento, sin embargo, al compararlas con los valores de letalidad 

embrionaria de animales silvestres estas diferencias no son estadísticamente significativas 

(Tabla 5). Estos datos sugieren que dpff-1 se requiere para una óptima fertilidad en C. 

elegans pero no se requieren para sobrevivir la embriogénesis.  
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Tabla 5 

Los animales mutantes dpff-1 tienen menos hijos que los animales silvestres 

 

Los animales hermafroditas en los genotipos indicados fueron individualmente 

seleccionados en el estadio larval L4 y transferidos a cajas Petri con comida cada 24 h por 3 

o 4 días. En el caso de los experimentos realizados con cambios de temperatura durante el 

desarrollo, los animales fueron crecidos inicialmente a 20°C, seleccionados en el estadío 

larval L4 y transferidos a 24°C. Para determinar el número de progenie, en cada caja Petri 

se cuantificó el número de embriones muertos y descendencia viva cada 24 h. Los 

embriones que no eclosionaron 24 h después de ser depositados al medio fueron 

considerados muertos. Los porcentajes de cada categoría se muestran con SEM (Standard 

error of the mean). El número de animales analizados se muestra entre paréntesis. Todos los 

análisis estadísticos fueron realizados mediante una prueba ´´t´´ tipo Mann-Whitney (*** 

P<0.001). 

 

Debido a que no hubo diferencias estadísticas entre el número de hijos de animales 

dpff-1 mutantes crecidos a diferentes temperaturas, decidimos utilizar únicamente 

temperaturas de crecimiento de 24°C o con cambios de temperatura durante su desarrollo 

para los próximos experimentos. 

6.6. Los animales dpff-1 mutantes tienen problemas durante la meiosis 

Para estudiar los efectos de la mutación en dpff-1 sobre la proliferación de células 

germinales y la progresión de la meiosis, se realizó una tinción con DAPI en gónadas 
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disecadas. Los animales silvestres y animales dpff-1 mutantes se crecieron a 24°C o con 

cambios de temperatura durante su desarrollo. Observamos que los animales dpff-1 

mutantes presentaban brazos de gónada distal extendida debido a que tienen un mayor 

número de células germinales en paquíteno (Tabla 6). El fenotipo de gónada distal 

extendida se observó en una baja frecuencia cuando los animales se crecen con cambios de 

temperatura durante su desarrollo (< 5%). Sin embargo, el fenotipo de gónada distal 

extendida resultó más evidente en animales crecidos a 24°C, debido a que su penetrancia 

aumentó a un 19% en animales dpff-1 (tm4287) (N = 37) y un 11% en animales dpff-

1(xm17) (Tabla 6).  
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Tabla 6 

Animales mutantes dpff-1 presentan brazos de gónada extendidos y defectos en 

la proliferación proximal 

 

Gónadas disecadas de animales hermafroditas en los genotipos indicados fueron fijadas y 

teñidas con DAPI. Cada zona de la gónada de C. elegans fue cuantificada y delimitada con 

base en la morfología nuclear. Los animales en los genotipos indicados fueron crecidos a 

24°C o bajo cambios de temperatura durante su desarrollo. El promedio de núcleos por 

zona se muestra con SEM (Standard error of the mean). Todos los análisis estadísticos 

fueron realizados mediante una prueba t tipo Mann-Whitney (*** P<0.001). NO= no 

observado. Datos obtenidos en colaboración con la M. en C. Laura Silvia Salinas 

Velázquez. 
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También, observamos ovocitos ectópicos en proceso de maduración en el brazo de 

la gónada distal de animales dpff-1(tm4287) y (xm17) crecidos a 24°C [8% (N = 37) y 5% 

(N = 44), respectivamente] (Tabla 6). Sin embargo, el fenotipo de ovocitos ectópicos no se 

observó en animales dpff-1 mutantes cuando se crecen bajo cambios de temperatura durante 

su desarrollo (Tabla 6). Estos datos muestran que los alelos tm4287 y xm17 se comportan 

de manera similar a diferentes temperaturas y que las frecuencias de fenotipos observados 

en ambos fondos mutantes son dependientes de la temperatura. Debido a que cuando se 

crecen los animales dpff-1 mutantes a 24oC se observan más fenotipos y su penetrancia es 

más alta continuamos el estudio a esta temperatura. 

A pesar de que no observamos defectos durante la mitosis en la gónada de animales 

dpff-1 mutantes teñidos con DAPI, decidimos confirmar estas observaciones con una 

inmunolocalización de la histona H3 fosforilada (H3P) (Kadyk and Kimble 1998). Los 

animales dpff-1(xm17) adultos de dos días crecidos a 24°C tienen en promedio 4.2 núcleos 

con señal positiva para H3P (N=34), mientras que los animales silvestres tienen en 

promedio 4.6 núcleos con señal positiva para H3P (N=34) (Tabla 7). Dado que no 

observamos diferencias significativas en el número de núcleos que se encuentran activos en 

la zona de proliferación de animales dpff-1 mutantes y animales silvestres, concluimos que 

no hay defectos en mitosis y que el fenotipo de gónada distal extendida observada en 

algunos animales dpff-1 mutantes no es el resultado de defectos en proliferación. 
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Tabla 7 
Los animales mutantes dpff-1 no presentan defectos en proliferación 

 

 

Gónadas disecadas de animales hermafroditas en los genotipos indicados fueron fijadas y 

teñidas con DAPI y el anticuerpo en contra de la histona H3 fosforilada (H3P). El promedio 

de núcleos positivos para la histona H3 fosforilada se cuantificó a las 24, 48 y 72 h post 

estadio L4. Los animales fueron crecidos a 24°C. Todos los análisis estadísticos fueron 

realizados mediante una prueba t tipo Mann-Whitney (*** P<0.001). SD= desviación 

standard. N= número de gónadas. Datos obtenidos en colaboración con la M. en C. Laura 

Silvia Salinas Velázquez. 

 

Cuando observamos la morfología nuclear de animales dpff-1(xm17) de dos días de 

adulto con una tinción DAPI y observamos que los animales mutantes presentaban en 

promedio más núcleos condensados en la gónada distal (4.4, N=79) en comparación a los 

núcleos observados en animales silvestres (2.1, N=81) (Figura 24 a y b). También 

observamos en un 66% de gónadas de animales dpff-1(xm17) (N=64) núcleos en transición 

éctópicos a lo largo de la zona de paquíteno (Figura 24 c, inset), mientras que los núcleos 

en transición de animales silvestres se encuentran únicamente adyacentes a las células 

mitóticas (Figura 24a). Como se había mencionado anteriormente, la penetrancia de los 

fenotipos de gónada distal extendida y la presencia de ovocitos en la parte distal fue mayor 

en animales dpff-1 mutantes de dos días. Por lo que algunos experimentos mostrados a 

continuación se realizaron en animales dpff-1(xm17) adultos de dos días crecidos a 24oC. 
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Para confirmar si algunas células germinales se diferencian a ovocitos en la gónada 

distal de animales dpff-1 mutantes, se realizó una inmunotinción en la gónada de animales 

adultos de dos días crecidos a 24°C en contra del receptor de vitelo RME-2, el cual sirve 

como marcador de ovocitos (Grant and Hirsh 1999) y DAPI. Observamos que todas las 

gónadas de animales silvestres dan una señal fluorescente al receptor RME-2 únicamente 

en la parte proximal de la gónada, en dónde los ovocitos salen de paquíteno de la profase I 

meiótica y progresan a diplóteno y diacinesis (Figura 24d). El 67.6% de las gónadas de 

animales dpff-1(xm17) mostraron una señal positiva al receptor RME-2 únicamente en la 

parte proximal de la gónada (Figura 24e), mientras que el resto (32.4%) mostró una señal 

positiva al receptor RME-2 en la parte proximal y distal de gónada (Figura 24f). 
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Figura 24. Animales dpff-1 mutantes presentan defectos meióticos. Las gónadas 

disecadas de animales hermafroditas crecidos a 24°C de dos días y de los genotipos 

indicados fueron fijadas y teñidas con DAPI (gris; a-f) y el anticuerpo que reconoce al 

receptor de vitelo RME-2 (rojo; d, e y f). El porcentaje de animales que presentan el 

fenotipo mostrado está indicado dentro de cada panel. En el panel c se muestra un 

acercamiento y foco a la región distal de animales dpff-1 (xm17) en la que se observan 

núcleos en media luna ectópicos. Los animales se crecieron a 24°C. Las flechas completas 
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apuntan hacia núcleos condensados. Las cabezas de flecha apuntan a núcleos con forma de 

media luna. Las puntas de flecha vacías apuntan hacia las células germinales con señal 

RME-2 positivas. El asterisco indica células germinales con señal RME-2 positivas 

ectópicas. d: distal. p: proximal. Datos obtenidos en colaboración con la M. en C. Laura 

Silvia Salinas Velázquez. 

 

6.7. Los animales dpff-1 mutantes muestran una sobreexpresión de la MAP cinasa 

ERK fosforilada 

Debido a que los animales dpff-1 mutantes tienen defectos en la meiosis, realizamos 

una inmunotinción en contra de la proteína MPK-1 fosforilada (P-MPK-1) en gónadas 

disectadas de animales adultos de dos días dpff-1(xm17) crecidos a 24°C. Observamos que 

la activación de la señal de P-MPK-1 en zona 1 y zona 2 se dio en todos los animales 

silvestres (Figura 25b) y únicamente en un 34.9% de animales dpff-1(xm17). Por otro lado, 

observamos que en un 65.1% de animales dpff-1(xm17) la señal de P-MPK-1 aparenta ser 

más fuerte o la señal nunca se apaga, ya que la señal se mantiene activa desde la zona de 

paquíteno hasta la zona de ovocitos (Figura 25d). Para confirmar que la señal de MPK-1 

era más fuerte en animales dpff-1(xm17), realizamos un Western blot con un anticuerpo que 

reconoce la forma activa de la proteína (P-MPK-1). En este experimento observamos que la 

expresión de MPK-1 en su forma activa (P-MPK-1) es más abundante en animales dpff-

1(xm17) que en animales silvestres (Figura 25e). Estos resultados muestran que los 

animales mutantes en dpff-1 tienen una sobreexpresión en la forma fosforilada de MPK-1 y 

esto podría ser la causa o consecuencia de los defectos en la meiosis. 
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Figura 25. La señal de P-MPK-1 se expresa con mayor intensidad en animales dpff-1 

mutantes. Las gónadas disecadas de animales hermafroditas de dos días en los genotipos 

indicados fueron fijadas y teñidas con DAPI (gris; a y c) y el anticuerpo que reconoce a la 

MPK-1 fosforilada (P-MPK-1) (rojo; b y d). El porcentaje de animales que presentan el 

fenotipo mostrado está indicado dentro de cada panel. d=distal and p=proximal. (e) 

Western blot contra la proteína p-MPK-1 de extractos de animales silvestres y animales 

dpff-1(xm-17). Como control de carga se utilizó el anticuerpo monoclonal α-tubulina. Datos 

obtenidos en colaboración con la M. en C. Laura Silvia Salinas Velázquez. 

 

6.8. Los defectos en meiosis en la gónada de animales dpff-1 mutantes provocan 

que se active la apoptosis de las células germinales via p53 

Como se mencionó anteriormente, cuando realizamos tinciones con DAPI en la 

gónada de animales dpff-1 mutantes, observamos núcleos condensados en la gónada distal 

que no fueron positivos a la señal de la histona H3 fosforilada (Figura 24b). Dado que los 

núcleos condensados son una característica común de células que entran en apoptosis, 

decidimos probar si la mutación en dpff-1 podría desencadenar este tipo de muerte celular. 
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Para probar nuestra hipótesis, cruzamos animales dpff-1(xm17) con animales transgénicos 

MD701 bcIs39 [Plim-7::ced-1::gfp; lin-15(+)]. La cepa MD701 es comúnmente empleada 

como marcador de apoptosis (Schumacher et al. 2005). Los animales ced-1::gfp;dpff-

1(xm17) y ced-1::gfp (control) fueron crecidos a 24°C, montados en un portaobjetos y 

observados bajo el microscopio de epifluorescencia para cuantificar el número de cuerpos 

apoptóticos por brazo de gónada a las 24, 48 y 72 h post-estadío larval L4. Observamos que 

los cuerpos apoptóticos de la cepa control se aprecian únicamente en el asa de la gónada a 

lo largo de todo su desarrollo (Figura 26a). Por otro lado, en algunos animales dpff-

1(xm17) 48 h post L4, los cuerpos apoptóticos son observados en la región distal y en el 

dobles de la gónada (Figura 26b). Adicionalmente, observamos que los animales ced-

1::gfp;dpff-1(xm17) y ced-1::gfp (control) tienen valores similares de cuerpos apoptóticos a 

las 24 h post-estadío L4. Sin embargo, a las 48 y 72 h post-estadío L4 los animales ced-

1::gfp;dpff-1(xm17) tienen más cuerpos apoptóticos que animales ced-1::gfp (Figura 27a). 

Para corroborar estas observaciones, silenciamos el gen ced-1 por RNAi para cuantificar 

apoptosis por un método alternativo. La proteína CED-1 se requiere para el proceso de 

reconocimiento y degradación de cuerpos apoptóticos (Zhou et al. 2001). En un fondo ced-

1(RNAi), los cuerpos apoptóticos son detectados facilmente por microscopía Nomarski. Por 

esta metodología, confirmamos que el número de cuerpos apoptóticos de animales dpff-

1(xm17) es mayor al número de cuerpos apoptóticos de animales silvestres.  
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Figura 26. Los animales dpff-1 mutantes presentan cuerpos apoptóticos ectópicos. (a y 

b) Animales hermafroditas de dos días de los genotipos indicados crecidos a 24°C, se 

montaron y observaron bajo el microscopio de epifluorescencia para cuantificar cuerpos 

apoptóticos. Las flechas completas apuntan hacia los cuerpos apoptóticos. El porcentaje de 

animales que presentan el fenotipo mostrado está indicado dentro de cada panel. d=distal 

and p=proximal. Datos obtenidos en colaboración con la M. en C. Laura Silvia Salinas 

Velázquez. 

 

Se ha reportado que defectos en la meiosis pueden activar la apoptosis de la línea 

germinal (Gartner et al. 2000; Alpi et al. 2003; Martin et al. 2005). En C. elegans, la 

apoptosis de la línea germinal inducida por defectos en puntos de control meiótico depende 

de la activación de la proteína p53 (CEP-1) (Bailly and Gartner 2013). Para probar si el 

aumento de la apoptosis de células germinales en animales dpff-1 mutantes es dependiente 

de p53, silenciamos a dpff-1 por medio de RNAi en un fondo cep-1(gk138);ced-1::gfp. El 

silenciamiento de dpff-1 en el fondo ced-1::gfp dio como resultado una mayor apoptosis de 

células germinales, similar a la observada en la pérdida de función de dpff-1 (Figura 27 a-

c). Los valores de cuerpos apoptóticos por brazo de gónada de animales cep-1(gk138);ced-

1::gfp y animales ced-1:gfp (PV) fueron similares (Figura 27d). Además, observamos que 
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la cinética de apoptosis al silenciar dpff-1 en un fondo cep-1(gk138);ced-1::gfp fue similar 

a la cinética de apoptósis de animales control (cep-1 (gk138), ced-1: gfp, (EP)) (Figura 

27d), demostrando que el aumento en la apoptosis de las células germinales de animales 

dpff-1 mutantes depende de p53 (CEP-1). Nuestros resultados sugieren que el aumento de 

la apoptosis de células germinales en animales dpff-1 mutantes podría ser el resultado de la 

activación de puntos de chequeo de apoptosis debido a defectos en la meiosis. 
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Figura 27. El incremento en la apoptosis de la línea germinal de animales dpff-1 

mutantes depende de la proteína p53. Los animales de los genotipos indicados fueron 

crecidos a 24°C, montados y observados bajo el microscopio de epifluorescencia para 

determinar el número de cuerpos apoptóticos. El promedio de cuerpos apoptóticos por 

brazo de gónada se cuantificó a las 24, 48 y 72 h post estadio L4. En los datos se muestra el 

error como SEM (Standard error of the mean). Todos los análisis estadísticos fueron 

realizados mediante una prueba t tipo Mann-Whitney (*** P<0.001). Datos obtenidos en 

colaboración con la M. en C. Laura Silvia Salinas Velázquez. 

 

6.9. DPFF-1 se requiere para inducir apoptosis de las células germinales en 

diferentes condiciones de estrés 

dpf2/requiem/ubi-d4 fue originalmente descrito como un gen que codifica para una 

proteína con dedos de zinc requerida para inducir la respuesta apoptótica de células 

mieloides ante la privación de IL-3 (Gabig et al. 1994). Diferentes tipos de estrés inducen la 

tasa de muertalidad de células germinales en C. elegans (Derry et al. 2001; Salinas et al. 

2006; Stergiou et al. 2007), por lo que decidimos estudiar el rol de dpff-1 en la inducción de 

la apoptosis de las células germinales bajo diferentes tipos de estrés. Para el estrés por 

ayuno, animales ced-1::gfp;dpff-1(tm4287), ced-1::gfp;dpff-1(xm17) y ced-1::gfp control 

fueron crecidos a 24°C. Animales adultos de los genotipos indicados fueron alimentados 

con bacterias o se les ayunó por 6 h en cajas sin bacteria. Los animales se observaron con el 

microscopio de epifluorescencia para cuantificar los cuerpos apoptóticos por brazo de 

gónada en cada condición. Adicionalmente, se comparó el número de cuerpos apoptóticos 

de animales con el mismo genotipo en condiciones control vs condiciones ayuno. De 

acuerdo con resultados anteriores (Salinas et al. 2006), observamos que el número de 

cuerpos apoptóticos de animales control ced-1::gfp en condiciones de ayuno incrementó 1.8 

veces (Figura 28). Por otro lado, observamos que el número de cuerpos apoptóticos de 
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animales dpff-1 mutantes ayunados incrementó solo 1.4 veces (Figura 28). Debido a que 

existe una diferencia significativa entre los valores de apoptosis del grupo de animales 

control ayunados y el grupo de animales dpff-1 ayunados, consideramos que la respuesta de 

inducción al ayuno en un fondo dpff-1 mutante es parcial.  

 

Figura 28. DPFF-1 se requiere para inducir apoptosis de las células germinales en 

diferentes condiciones de estrés a 24°C. Los animales en los genotipos indicados fueron 

crecidos a 24°C. Animales adultos de un día de los genotipos indicados fueron expuestos a 

6 h de ayuno o 3h a 31°C para choque de calor, montados y observados bajo el microscopio 

de epifluorescencia para determinar el número de cuerpos apoptóticos. En la gráfica se 

muestra el promedio de cuerpos apoptóticos por brazo de gónada cuantificados en 

condiciones control o bajo diferentes tipos de estrés. En las barras se muestran el error 

como SEM (Standard error of the mean) y el número total de gónadas cuantificadas. Todos 

los análisis estadísticos fueron realizados mediante una prueba t tipo Mann-Whitney (*** 

P<0.001). 

 

A continuación, evaluamos si dpff-1 participa en inducir la apoptosis de las células 

germinales con un choque de calor. Animales ced-1::gfp;dpff-1(tm4287), ced-1::gfp;dpff-

1(xm17) y ced-1::gfp control fueron crecidos a 24°C. Animales adultos de un día de los 
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genotipos indicados se mantuvieron a 24°C o fueron expuestos a un choque de calor 

durante 3 h a 31°C y recuperados por 4.5 h a 24°C. Los animales se observaron con el 

microscopio de epifluorescencia para cuantificar los cuerpos apoptóticos por brazo de 

gónada en cada condición. Adicionalmente, se comparó el número de cuerpos apoptóticos 

de animales con el mismo genotipo en condiciones control vs condiciones de choque de 

calor. Observamos que el número de cuerpos apoptóticos de animales control ced-1::gfp en 

condiciones de choque de calor incrementó 1.4 veces (Figura 28). Sin embargo, el número 

de cuerpos apoptóticos de animales dpff-1 mutantes en condiciones de choque de calor no 

aumentó. Estos datos sugieren que dpff-1 es importante para inducir la apoptosis durante el 

choque de calor. 

 

6.10. dpff-1 se requiere para que animales adultos sobrevivan al estrés 

Para determinar si dpff-1 se requiere para la protección de embriones y células 

germinales ante un choque de calor, realizamos un ensayo en el que se evalúa la letalidad 

embrionaria como medida indirecta de la calidad de las células germinales (Huelgas-

Morales et al. 2016). En estos ensayos, animales adultos de un día en los genotipos 

indicados fueron crecidos a 24ºC y se dividieron en dos grupos: animales control (24ºC) y 

animales sometidos a un choque de calor de 31ºC por 3h. La calidad de células germinales 

fue indirectamente evaluada a través de la cuantificación de la letalidad embrionaria. Para 

analizar el efecto del choque de calor sobre las células germinales, la progenie fue dividida 

dentro de tres grupos: Grupo I): embriones que fueron fertilizados antes o durante el choque 

de calor, (Tiempo 0 al 10 h post choque de calor), grupo II): embriones que fueron 

fertilizados 10 a 22 h post choque de calor, y grupo III): embriones que fueron fertilizados 

22 a 46 h post choque de calor (Figura 29a). La letalidad embrionaria tanto de animales 
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silvestres como de animales dpff-1 mutantes del grupo control fue baja en todos los casos 

(Figura 29b). En cambio, la letalidad embrionaria en condiciones de choque de calor de 

animales silvestres y animales dpff-1 mutantes del grupo I incrementó (Figura 29b). Sin 

embargo, la letalidad embrionaria en condiciones de choque de calor de animales silvestres 

y animales dpff-1 mutantes del grupo II y grupo III disminuyó (Figura 29b). No hubo 

diferencias estadísticas entre la letalidad embrionaria de animales dpff-1 mutantes 

comparada con la letalidad embrionaria de animales silvestres en cada condición. Estos 

datos sugieren que dpff-1 no se requiere para la protección de células germinales y 

embriones ante un choque de calor. 

Para determinar si dpff-1 se requiere en animales adultos para sobrevivir al estrés 

por choque de calor, se realizó un ensayo descrito previamente por Paz-Gomez et al. 

(2014). Animales adultos silvestres y animales adultos dpff-1 mutantes crecidos a 24°C 

fueron sometidos a un choque de calor de 36°C por varias horas. Los animales en los 

genotipos indicados fueron analizados cada hora para comprobar su sobrevivencia. 

Independientemente de las condiciones de crecimiento, durante las primeras seis horas de 

incubación no hubo diferencias entre en el porcentaje de sobrevivencia de animales dpff-1 

mutantes y animales silvestres (Figura 29c). A las 9 h del choque de calor, solo el 78% de 

animales silvestres sobrevivió; mientras que, en el mismo punto sólo el 36% de animales 

dpff-1 mutantes sobrevivió (Figura 29c). A las 11 h del choque de calor, el 49% de 

animales silvestres sobrevivió; mientras que, en el mismo punto sólo 3% de animales dpff-1 

mutantes sobrevivió (Figura 29c). Estos datos sugieren que DPFF-1 es importante para 

sobrevivir al choque de calor durante la edad adulta de C. elegans. 
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Figura 29. dpff-1 se requiere en animales adultos para sobrevivir al estrés. (a) 

Representación esquemática de la clasificación de embriones para el ensayo de 

sobrevivencia al choque de calor. (b) Los animales en los genotipos indicados fueron 

crecidos a 24ºC, seleccionados en el estadio adulto de un día y sometidos a un choque de 

calor a 31ºC por 3 h. Los animales control en los genotipos indicados fueron crecidos a 

24ºC. Los embriones fueron clasificados dentro tres grupos: embriones que fueron 

fertilizados I) antes o durante el choque de calor, II) poco después del choque de calor y III) 

tiempo después del choque de calor. La letalidad embrionaria es representada como el 

porcentaje de embriones que no eclosionaron después de 24 h de ser depositados en el 

medio. Se muestran los datos con dos réplicas independientes en cada condición con una 

n≥989. Las barras de error muestran SEM (Standard error of the mean). Todos los análisis 

estadísticos fueron realizados mediante una n1w-ANOVA (** p<0.01). Animales adultos 

sincronizados del genotipo indicado fueron crecidos a 24°C y sometidos un choque de calor 

de 36°C por varias horas. Se muestra el promedio del porcentaje de sobrevivencia de 

animales adultos de tres experimentos independientes. Las barras de error muestran SEM 
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(Standard error of the mean). Todos los análisis estadísticos fueron realizados mediante una 

Two-way ANOVA con una prueba de Bonferroni (** P<0.01, *** P<0.001). (b) Datos 

obtenidos en colaboración con la Dra. Gabriela Huelgas Morales. (c) Datos obtenidos en 

colaboración con la Dra. Paulette Fernández Cárdenas. 

 

Para evaluar si los animales dpff-1 mutantes eran capaces de activar una respuesta 

ante un choque de calor, se usó el transgénico TJ375 (hsp-16.2::gfp(gpIs1)). La cepa TJ375 

expresa la GFP bajo el promotor inducible por choque de calor hsp-16.2 (Dues et al. 2016). 

Animales hsp-16.2::gfp(gpIs1) y animales dpff-1(xm17);hsp-16.2::gfp se mantuvieron a 

20ºC o se sometieron a un choque de calor durante 2 h a 35ºC. Al finalizar los tratamientos, 

los animales de cada grupo en los genotipos indicados fueron montados y observados bajo 

un microscopio de epifluorescencia. Observamos que los valores de fluorescencia relativa 

en los animales que no fueron sometidos a ningún tipo de estrés son similares (Figura 30 a, 

c y j). Por otro lado, los valores de fluorescencia relativa incrementaron tanto en animales 

hsp-16.2::gfp(gpIs1) como en animales dpff-1 mutantes al finalizar los tratamientos por 

choque de calor (Figura 30 b, d y j). Sin embargo, observamos que bajo condiciones de 

estrés, los valores de fluorescencia relativa de animales dpff-1(xm17);hsp-16.2::gfp era 

significativamente menores a los valores de fluorescencia relativa de animales hsp-

16.2::gfp (Figura 30j) . 

Adicionalmente, evaluamos la respuesta de animales dpff-1 mutantes usando el 

trasngénico CF1553 (psod-3::gfp). La cepa CF1553 expresa la GFP bajo el promotor 

inducible por choque de calor sod-3 [134]. Se silenció a dpff-1 por RNAi en un fondo psod-

3::gfp y como control se utilizó el plásmido vacío (PV). Los animales psod-3::gfp(PV) y 

psod-3::gfp;dpff-1(RNAi) se mantuvieron a 20ºC o se sometieron a un choque de calor 

durante 8 h a 31ºC. Al finalizar los tratamientos, los animales de cada grupo en los 
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genotipos indicados fueron montados y observados bajo un microscopio de 

epifluorescencia. Observamos que en condiciones control los valores de fluorescencia 

relativa de animales psod-3::gfp;dpff-1(RNAi) eran significativa menores a los valores de 

fluorescencia relativa de animales psod-3::gfp(EP) (Figura 30 f, h y k). Al finalizar el 

choque de calor, observamos que los valores de fluorescencia relativa no incrementaron en 

animales psod-3::gfp;dpff-1(RNAi) (Figura 30 i y k); mientras en animales psod-

3::gfp(EP) los valores de fluorescencia relativa incrementaron significativamente (Figura 

30 g y k). Adicionalmente, observamos que bajo condiciones de estrés, los valores de 

fluorescencia relativa de animales psod-3::gfp;dpff-1(RNAi) eran significativamente 

menores a los valores de fluorescencia relativa de animales psod-3::gfp(EP) (Figura 30k). 

Estos resultados en conjunto muestran que DPFF-1 tiene un papel importante para la 

activación de la respuesta al estrés inducida por choque calor en animales adultos. 
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Figura 30. Los Animales dpff-1(xm17) no responden al choque térmico. Expresión del 

reportero de choque de calor hsp16.2::gfp en animales con los genotipos indicados bajo 

condiciones control (sin estrés, a y c) o depués de un choque calor de 35°C por 2 h (b y d). 

Expresión del reportero de choque de calor dpff-1; hsp16.2::gfp gfp en animales con los 

genotipos indicados bajo condiciones control (sin estrés, f y h) o depués de un choque de 

calor de 31°C por 8 h (g e i).  (j y k) Análisis cuantitativo para comparar lo niveles de 

expresión de la GFP en los genotipos indicados. Se muestran los datos de una o dos réplicas 

independientes con resultados similares. Todos los análisis estadísticos fueron realizados 

mediante una One-way ANOVA *** p<0.001. hsp-16::gfp: (control) n=17, (choque de 

calor) n=17; hsp-16::gfp; dpff-1(xm17): (control) n=29, (choque de calor) n=33.  sod-3:gfp; 

PV: (control) n=27, (choque de calor) n=29; sod-3:gfp;dpff-1(RNAi): (control) n=43, 

(choque de calor) n=31.  h=cabeza and t=cola. Datos obtenidos en colaboración con la M. 

en C. Laura Silvia Salinas Velázquez y la Dra. Paulette Fernández Cárdenas. 
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7. DISCUSIÓN 

7.1. DPFF-1 se expresa ubicuamente 

En este trabajo mostramos que el transgen GFP::DPFF-1 se expresa de manera 

ubicua durante todo el desarrollo embrionario y post-embrionario de C. elegans, 

principalmente en un patrón nuclear y ligeramente difuso en el citoplasma de células 

somáticas y germinales (Figura 18, 19 y 20). En contraste, durante el desarrollo 

embrionario y post-embrionario de ratón, DPF1/neuro-d4 y DPF3/cer-d4 se expresan 

únicamente en el sistema nervioso central y el sistema nervioso periférico, mientras que 

DPF2/requiem/ubi-d4 se expresa por igual en todos los tejidos y órganos (Buchman et al. 

1992; Gabig et al. 1994; Gabig et al. 1998; Mertsalov et al. 2000; Kulikova et al. 2013). 

Además, Lange et al. (2008) mostró que dpf3 se expresa en el corazón y los somitos de 

ratón, pollo y pez cebra. Durante el desarrollo embrionario y post-embrionario de D. 

melanogaster, dd4 se expresa en el sistema nervioso y sistema reproductivo (Nabirochkina 

et al. 2002). En Xenopus levis, xReq se detectó en extractos de ovario (Konishi et al. 1999). 

Los dominios conservados en la secuencia de aminoácidos y el patrón de expresión 

conservado en diferentes organismos sugieren que los factores de transcripción de la 

familia d4 podrían tener funciones evolutivamente conservadas.  

Gabig et al. (1998) mostró que DPF2/REQ se encuentra en las fracciones nucleares 

y citoplasmáticas de células de leucemia humanas K562 y sugiere que DPF2/REQ podría 

ser secuestrado en el citoplasma en un estado inactivo o que su localización sub-celular 

dual podría tener una función biológica distinta en cada compartimiento celular. En 

concordancia con estos datos, mostramos que DPFF-1 se observa en los núcleos y 
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ligeramente difusa en el citoplasma de células somáticas y germinales durante todo el 

desarrollo de C. elegans (Figura 20). 

 

7.2. DPFF-1 protege a los animales adultos del estrés 

Hasta el momento, no había evidencia que mostrara la participación de los 

miembros de la familia d4 en la protección contra el estrés. Encontramos que DPFF-1 es 

importante para sobrevivir al choque de calor durante la edad adulta de C. elegans (Figura 

29c) ya que se requiere para activar algunos genes de respuesta a choque de calor (Figura 

30). A pesar de que DPFF-1 tiene un papel importante en el desarrollo de ovocitos (Figura 

24, Tabla 6), este no se requiere para la protección de embriones y células germinales ante 

el choque de calor a 31°C (Figura 29b). En C. elegans, el complejo remodelador de la 

cromatina SWI/SNF se requiere para promover longevidad y resistencia al estrés (Riedel et 

al. 2013). El complejo SWI/SNF está compuesto por subunidades accesorias comunes y 

subunidades específicas (Figura 31) (Large and Mathies 2014; Mathies et al. 2015). Dos 

grandes subfamilias del complejo SWI/SNF, denominadas BAF (Brg/Brm–associated 

factors) y PBAF (Polybromo-BAF), se distinguen entre sí por la composición única de 

subunidades accesorias. Las subunidades accesorias BAF/BAP y PBAF/PBAP tienen 

funciones distintas y compartidas en la regulación transcripcional de genes durante el 

desarrollo de mamíferos y el desarrollo de D. melanogaster (Lemon et al. 2001; Wang et al. 

2004; Yan et al. 2005; Moshkin et al. 2007; Gao et al. 2008; Huang et al. 2008; Yan et al. 

2008). Mediante experimentos in vitro de immunoprecipitación se demostró una 

interacción entre la localización nuclear de la proteína DPF2/REQ con varias subunidades 

del complejo Brm-type SWI/SNF y la proteina p52 NF-κB (Tando et al. 2010). Además, 

experimentos de immunoprecipitación montados en células Hek293 (Human Embrionic 
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Kidney) demostraron que las proteinas DPF1, 2 y 3 interaccionan de manera específica con 

las subunidades de clase BAF (Brg/Brm–associated factors) del complejo SWI/SNF en 

(Middeljans et al. 2012). También se encontró que DPF3/CER-D4 interacciona con 

histonas cuyos residuos de lisina han sido acetilados o metilados (Lange et al. 2008). 

Adicionalmente, Lessard et al. (2007) mostró que el intercambio entre la subunidad PHF10 

a la subunidad DPF1/DPF3 en los complejos SWI/SNF juegan un papel fundamental en el 

desarrollo neuronal. Aún no está claro el mecanismo por el cual DPFF-1 protege a los 

animales de un choque de calor. Es posible que la proteína DPFF-1 de C. elegans tenga un 

rol en la regulación transcripcional de genes mediante su unión directa al DNA y/o 

mediante su unión a proteínas del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF. Sería 

interesante probar si DPFF-1 interactúa con remodeladores de la cromatina bajo 

condiciones de estrés. 
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Figura 31. Representación esquemática del complejo remodelador de la cromatina 

SWI/SNF de C. elegans (modificado de (Mathies et al. 2015)). Por analogía con los 

complejos de mamíferos, estas subunidades se pueden combinar para formar complejos 

distintos (indicadas por flechas). Las subunidades compartidas por todos los complejos 

SWI/SNF incluyen el núcleo catalítico (gris oscuro) y las subunidades accesorias comunes 

(gris claro). Los complejos específicos BAF (Brg/Brm–associated factors; verde) y PBAF 

(Polybromo-BAF; azul) se asocian al núcleo catalítico y las subunidades accesorias.  

 

7.3. Animales dpff-1 mutantes tienen defectos en la fertilidad y en la morfología de 

la gónada 

Mertsalov et al. (2008) mostró que ratones mutantes homocigotos para los genes 

DPF1/neuro-d4 y DPF3/cer-d4 no tienen defectos somáticos o reproductivos y propuso que 

otros genes o mecanismos podrían compensar la inactivación genética de DPF1/neuro-d4 y 

DPF3/cer-d4. Por otro lado, el silenciamiento genético mediado por morfolinos de dpf3 en 

pez cebra conduce a la incompleta torsión del tubo cardíaco y una severa reducción en la 

contractilidad ventricular (Lange et al. 2008). En concordancia con los datos previamente 
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reportados, observamos que animales dpff-1 mutantes no presentan defectos somáticos 

evidentes a lo largo de su desarrollo. Sin embargo, mostramos que la fertilidad de animales 

dpff-1 mutantes se reduce de manera significativa independientemente de las condiciones 

de crecimiento (Tabla 5). Los problemas de fertilidad en animales dpff-1 mutantes podrían 

ser atribuidos a los defectos meióticos observados en las tinciones con DAPI. Entre los 

defectos meióticos observados están: 1) núcleos en transición ectópicos, 2) zona de 

paquíteno extendida, 3) ovocitos que parece estar madurando en la gónada distal y 4) un 

mayor número de núcleos condensados en la zona de mitosis (Tabla 6 y Figura 24 b, c, e y 

f). Aunado a ello, observamos que la penetrancia de los defectos meióticos en animales 

dpff-1 mutantes es dependiente a temperatura (Tabla 6) y a su vez estos defectos aumentan 

conforme los animales envejecen.  

En este trabajo mostramos que la señal de P-MPK-1 en animales dpff-1 mutantes se 

mantiene activa desde la zona de paquíteno hasta la zona de ovocitos (Figura 25d). 

Además, confirmamos que la expresión de la MPK-1 fosforilada es mayor en animales 

dpff-1 mutantes (Figura 25e). La señal de MPK-1 es necesaria para que las células 

germinales progresen a través de la profase I meiótica de paquíteno a diploteno y diacinesis 

(Church et al. 1995). Sugerimos que la desregulación de la P-MPK-1 en animales dpff-1 

mutantes podría estar causando los defectos meióticos. Actualmente, no sabemos por qué la 

expresión y fosforilación de MPK-1 son más altos en animales dpff-1 mutantes. Se 

requieren estudios adicionales para probar si DPFF-1 regula la expresión de MPK-1 directa 

o indirectamente. 

En animales silvestres solo las células que están en paquíteno tardío pueden entrar 

en apoptosis debido a la fosforilación de MPK-1 (Gumienny et al. 1999). Sin embargo, 
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observamos que animales dpff-1 mutantes presentan un incremento en los valores de 

apoptosis de la línea germinal (Figura 27 a-c), así como cuerpos apoptóticos ectópicos en 

la gónada distal (Figura 26b). Creemos que las células germinales con defectos meióticos 

generadas en un fondo dpff-1 mutante son detectadas en la gónada de estos animales. En C. 

elegans distintas vías activan la apoptosis de la línea germinal en respuesta a defectos en 

puntos de control de la meiosis (Gartner et al. 2000; Alpi et al. 2003; Martin et al. 2005). 

Adicionalmente, observamos que el incremento en los valores de apoptosis de la línea 

germinal en animales dpff-1 mutantes se redujo significativamente en un fondo CEP-1 

mutante (Figura 27d). La MPK-1 fosforilada activa la expresión de CEP-1 en células que 

se encuentran en paquíteno tardío (Rutkowski et al. 2011).  

Gabig et al. (1998) mostró que la expresión de DPF2/requiem/ubi-d4 es necesaria 

para iniciar la respuesta apoptótica de células mieloides ante la privación de IL- 3. Además, 

Lim et al. (2010b) mostró que la sobre expresión de DPF2/REQ tiene un efecto negativo 

sobre el crecimiento celular e induce un aumento en la actividad de la caspasa-9 en células 

CHO, sin embargo estos cambios no era suficientes para activar la apoptosis. Por otro lado, 

Lim et al. (2010b) también encontró que la sobre expresión de DPF2/REQ sensibiliza a las 

células CHO ante la apoptosis inducida por estaurosporina al incrementar la actividad de la 

caspasa-9 y sugiere que la proteína DPF2/REQ podría tener un papel en la apoptosis 

mediada por mitocondria bajo el tratamiento de estaurosporina. En este trabajo sugerimos 

que dpff-1 podría tener una función conservada en la apoptosis de células germinales bajo 

condiciones de estrés ya que DPFF-1 se requiere para inducir la apoptosis de las células 

germinales en respuesta al ayuno y choque de calor (Figura 30).  
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8. CONCLUSIONES 

El objetivo de este trabajo fue explorar la función de dpff-1(C28H8.9) durante el 

desarrollo de C. elegans, en la resistencia al estrés y en la apoptosis de la línea germinal. 

Encontramos que (1) DPFF-1 es importante para sobrevivir al choque de calor durante la 

edad adulta de C. elegans ya que se requiere para activar algunos genes de respuesta a este 

tipo de estrés. Sin embargo, (2) DPFF-1 no se requiere para la protección de embriones y 

células germinales ante un choque de calor. (3) Encontramos que la inactivación de dpff-1 

genera defectos meióticos que afectan la fertilidad y aumentan la apoptosis de las células 

germinales. (4) Demostramos que el aumento en la apoptosis de las células germinales de 

animales dpff-1 mutantes depende de p53 (CEP-1). (5) Mostramos que la señal de P-MPK-

1 en animales dpff-1 mutantes se mantiene activa desde la zona de paquíteno hasta la zona 

de ovocitos. También, (6) encontramos que DPFF-1 se requiere para inducir la apoptosis de 

las células germinales en respuesta al ayuno y choque de calor a altas temperaturas. Por 

último, (7) confirmamos que la expresión de dpff-1 en la gónada de C. elegans disminuye 

en condiciones de ayuno y que (8) el transgen GFP::DPFF-1 se expresa de manera ubicua 

durante todo el desarrollo embrionario y post-embrionario de C. elegans, principalmente en 

un patrón nuclear y ligeramente difuso por todo el citoplasma de células somáticas y 

germinales.  
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9. PERSPECTIVAS 

• Determinar el mecanismo por el cuál se presentan defectos meióticos en animales 

dpff-1 mutantes bajo condiciones normales de crecimeinto. 

a. Mediante ensayos de RT-PCR tiempo real y western-blot determinar que 

componentes de la via RAS-MPK-1 se encuentran alterados. 

• Determinar el mecanismo por el cuál DPFF-1 protege a los animales de un choque 

de calor. 

a. Mediante ensayos de co-inmunoprecipitación de proteínas, western-blot 

y espectrometría de masas determinar a que complejos proteicos se 

asocia DPFF-1 bajo condiciones normales de crecimiento o durante el 

estrés por choque de calor. 

b. Mediante ensayos de inmuprecipitación de cromatina y sequenciacióm 

(ChIP-seq) determinar que genes regula transcripcionalmente DPFF-1 

bajo condiciones normales de crecimiento o durante el estrés por choque 

de calor. 

• Determinar el mecanismo por el cuál se requiere dpff-1 para inducir la apoptosis de 

la línea germinal en respuesta al ayuno y choque de calor.  

a. Mediante ensayos de RT-PCR tiempo real y western-blot determinar que 

componenetes de la maquinaria central de apoptosis o genes 

involucrados en la activación de la apoptosis de la línea germinal se 

encuentran alterados. 

b. Mediante ensayos de inmuprecipitación de cromatina y sequenciacióm 

(ChIP-seq) determinar que genes regula transcripcionalmente DPFF-1 
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bajo condiciones normales de crecimiento o durante el estrés por ayuno 

y choque de calor. 

• Explorar cambios en la expresión de GFP::DPFF-1 en condiciones de estrés. 
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1 I INTRODUCTION 

Laura 5_ Salinas1 Laura P_ Fernimdez-Cardenas1 

Alejandro Cabrera-Wrooman2 Rosa E_ Navarrol e 

Summary 

The d4 fanily of transcription factors consists o f three members in mammals. DPF1/neuro-d4 is 

expressed mainly in neurons and the peripheral nervollS system, and is important for brain devel­

opment DPF2/requiem/ubi-d4 is expressed ubiquitously and presumably functions as an 

apoptotic factor, especially during the deprivation of trophic factors. DPF3/cer-d4 is expressed in 

neurons and in the heat, and is important for heart developmert and function in zebrafish. In Dro­

sophila, there is only one member, dd4, whose function is stil unknown, but it is expressed in 

maly tissues and is patirular1y abundant in the brain of developing embryos and in adults. Here, 

we presert DPFF-l, the only member of this family of proteins in the nematode C d~ans. DPFF-

1 is simila- to its mammalial homolog DPF2/requiem/ubi-d4 because it is ubi<Jlitously expressed 

during embryogenesis and in adult tissues, and because it is important for the inductiM of genn 

cell apoptosis during stress. Here, we show that dpff-l null mutant animals produce less progeny 

than wild-type nematodes, presumably due to meiotic defects. Gonads of dpff-l deficient animals 

showed more genn cels in pachytene and overexpressed the P-MPK-1 signal. AdditionaBy, these 

animals presented higher levels o f p53-induced germ cell apoptosis than wild-type animals. Fur­

thermore, we observed that dpff-l deficient animals are more sensitive to heat shock. This is the 

first report showill: that the d4 ramily o f transcription factors could be involved in meiosis and 

stress protection. 

KEYWORDS 

apoptosis. DPF1/neuro-d4, DPF2/requiem/ubi-d4, DPF3/cer-d4, dpff-l, C eJegans, meiosis, MPK-

1, stress 

Members o f the evolutionarily conserved d4 ramily of transcription fac­

tors DPFl/neuro-d4, DPF2/requiem/ubi-d4 and DPF3/cer-d4 play 

important roles in programmed cell death and developmert {Buchman 

et ai, 1992; Gabig, Mantel, Rosl~ & Creal, 1994; Lall:e et aL, 2008; 

Lim, Seah, Mantaiaris, Yap, & Wong, 2010; Tando et aL, 2010; Wu 

et aL, 2007). DPF1/neuro-d4 and DPF3/cer-d4 were originally 

described as transcription factors that are expressed only in the central 

and peripheral nervollS systems of mice {Buchman et aL, 1992; Kuli ­

kova, Mertsalov, & Simono.-a, 2013; Lessard et aI., 2007; Mertsalov 

et ai, 20)0). In contrast, DPF2/requ'em/ubi-d4 is expressed in aR tis­

sues and organs of mice and is required for the apq>totic response 

upon IL-3 withdrawal in myeloid cells (Gabig et ai, 1994, 1998). DPF2/ 

REQ overexpression in Chinese hamster ovary (CHO) cells has a nega­

tive effect on cell growth and sensitizes cells to increased caspase-9 

activities under cMtroi and staurosporine-induced apoptotic conditions 

(lim et aL, 2010). 

Few groups have studied the requiremerts of this family of pro­

teins in whole animals. Whereas mice with mutated DPF1 /neLrn-d4 or 

DPF3/cer-d4 do not show any reproductive or tissue defects (~rtsa­

lov et aL, 2008), morpholino knockdown of dp(3 in zebrafish leads to 

genesis. 2017;e2~72. 
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FIGURE 1 OPFF-l is a member of the Q.4 zinc and double ~HO fi nger transcription !actor ! amily. (a) Amino acid sequence alignment of 
D4 zinc and double PHD fingers transcription factor family. The alignment was performed with Ce-DPFF-i (e elegans), Cr-DPFF-l (e rema­
nel), Cb-DPFF-l (e. briggsae), Dm-dd4-PA (Drosophila meJanogaste--), Xl-ubi-d4 (Xenopus loevis), Dr-DPF3 (Donio rerio), Mm-DPF1, Mm-DPF2, 

Mm-DPF3 (Mus musculus), Hs-OPF-l, Hs-OPF2 and Hs-DPF3 (Homo sapiens) sequences, using the Muscle method. Conserved residues are 

marked with the same color. The conserved motifs are endosed in dotted boxes. Domain 2/3: N-terminal region encoded by exons 2 and 3; 

NLS: nuclear localization signal; Kriippel-type zinc finger and d4-domains: within the domains, conserved cysteine and histidine residues are 

marked with open and closed arrowheads, respectively. (b) Schematic represent<ltion of dpff-1 gene, isoforms and alleles (in red). (e) Sche­

matic represent<ltion of OPFF-l wild-type, mut<lnt and transgenic proteins. GFP: green fluorescent protein; NlS: nuclear localization signal 

incomplete cardiac loopiJl: and severely reduced ventrirular contractil­

ity with disassembled musOJlar f ibers (lalge et al. 2008). 

The nematode Caenorha/x1itis eJegons has only one member of 

this family of proteins, dpff-1. In this article, we show that OPFF-i is 

important for fertility and the correct progression of germ cells 

through meiosis. dpff-1 mutant animals had ectopic and higher 

expression of the active phosphorylated form of MPK-l (P-MPK-i) 

than wild-type animals, and this expression was never down­

regulated in the proximal gonad. We show that dpff-1 mut<lnt ani­

mals showed increased germ cell apoptosis, which we attributed to 

the activation of a meiotic checkpoint because was dependent on 

the pS3 homolog of e degons CEP-l. Here, we also show that 

DPFF-l is important for the heat shock response because animals 

lacking this protein were unable to induce germ cell apoptosis under 

these conditions, were more sensitive to heat shock and were unable 

to turn on heat shock stress reporters. 

2 I RE SULTS 

2.1 1 C. e/esans has only one member of the D4 family 
of transcription factors 

Searching for members of the d4 family of transcription factors in the 

e el~ons genome, we found the open reading frame C28H8.9, which 

is also caRed dpff-1 (http: //WWN.wormbase.org, release WS2S2, Dec 

04, 201S). Protein alignment showed that e eJegons DPFF-i is almost 

idertical to its putative orthologs in Caer1Ol'habditis rem:mei (86% iden­

tity) and CaenorlJo/x1itis briggsae (82% identity) (Figure ia). e eJ~ons 

OPFF-l is also closely related to DrOSDplJilo meJanogaste-- dd4-PA (6O'.lE> 

idertity) and, to a lesser extent, is similar to its orthologs f rom verte­

brates [~38% identity with the d4 family of transcription factors from 

Xenopus Joevis, [)(Inio rerio, Mus muscuLs and Homo sapiens; {Figure 

ian Similar to other members of the d4 family of transaiption factors, 

e eJegons DPFF-i contains a putative nuclear localizatioo signal (NlS), 
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a Kriippel-type zinc f inger domain and two C-terminal tandem plart 

homeodomains (PHD/d4-domain; Figure la,e). There are three pre­

dicted dpff-1 spliced isoforms in the C d~ans genome, but only the 

longest isoform encodes a protein that possesses the Kriippel and 

d4 domains, which are characteristic of this family of proteins 

(Figure Ib,e). 

2.2 I DPFF-l is expressed in nuclei during 

development 

To determine the expression pattern o f dpff-1 dlA""ing C d~ans devel­

opment, we made amino- and carboxy-terminus green fluorescent pro­

tein (GFP) reporter transgenes driven by £tIff-1 's own regulatory 

regions. To generate these transgenes, we cloned in tandem; dpff-1 's 

putative promoter region (965 bp), defined as the intergenic sequence 

upstream of dpff-1 (Dupuy et aL, 2004), and the genomic coding region 

from ATG to the end of the longest 3'UTR repated (2632 bp) (http;!1 

www.wormbase.org, release WS252, Dec 04, 2015). Then, we fused 

the g(p coding gene without a stop codon after dpff-1 ATG or before 

the dpff-1 stop codon using a Gi>son reaction (Gibson et al. 2009). 

Transgenic animals were generated by Mosl-mediated single copy 

insertion {MosSCO (Frokjaer-Jensel\ D<wis, Ailion, & Jorgensen, 2012; 

Frokjaer-Jensen et aL, 2008). The transgenic line xmSi09 expresses the 

GFP reporter fused to DPFF-l in the amine-termirl.Js {Figure lcl. and 

the line xmSi25 expresses the GFP reporter fused to DPFF-l in the 

carboxy-tenninus (Figure Ie). For simp~city, in this work, we will refer 

to the transgenic line xmSi09 as GFP;;DPFF-l ald the transgenic line 

xmSi25 as DPFF-l;;GFP. 

A mixture o f live GFP:DPFF-l embryos,larvae ald ad~t hermaph­

rodite animals were placed on a slide and observed under an epi f luo­

rescence microscope to detennine the fusion protein expression 

pattern. GFP:DPFF-l positive eels could be observed tt.-oughcut al 

embryonic and post-embryonic stages, at high levels in nucle~ and at 

lower levels diffused throughout the cytoplasm (Figure 2). Both trans­

genic lines had the !>ame expression pattem (Supporting Information 

FiglA""e 51). 

To confirm GFP;;DPFF-l nuclear localization, we stained extruded 

gonads of l-day-old xmSi09 hermaphrodite and male animals with 

4' ,6' -damidino-2-phenyl indole dihydrochloride {DAPO. As expected, 

the f luorescent signal of GFP;;DPFF-l overlapped with the DAPllluo­

rescent signal in hermaphrodite (Supportill: Informatioo Figure S2a- e) 

and male (Suppcrting Information Figure S2d- f) genn and somatic 

gonad cells. GFP;;DPFF-l was also observed at lower levels diffused 

throughout the cytoplasm of hermaphrodite (Supporting Information 

FiglA""e S2a-e) and male (Supporting Information Figure S2d- f) germ 

cells. These observations demonstrate that GFP;;DPFF-l is expressed 

ubiquitously tt.-oughout al embryonic and postembryonic stages and 

is, mainly localized in the nuclei and at lower levels is diffused through­

out the cytoplasm. 

To va6date the f luorescent signal of the GFP;;DPFF-l transgene, 

we silenced the dpff-1 gene in xmSi09 animals USill: RNAi by feedng. 

As a negative control for the RNAi studies, we used an empty 

pPD129.36 plasmid (EF'1 as previously recommended by Conte and 

WI LEY I 30'" 

Mello (2003). xmSi09 animals were grown under cootrol (EP) or dpff-1 

(RNAi) conditions at 24°C. Dne-day-old xmSi09(EP) and xmSi09;dpff-1 

(RNAi) animals were observed under an epi f luorescence microscope. 

The GFP;;DPFF-l f luorescent signal was clearly reduced in £tIff-1(RNAi) 

animals (Supporting Information Figure S3i- p) canpared to that ofcon­

trol RNAi animals (Supporting Information Figure S3a- h). However, al 

xmSi09;£tIff-1(RNAi) animals retained some fluorescent background in 

some unidentif ied eels in the head, tail and along the body (Supporting 

Information Figure S3m,p, arrowheads). We hypothesized that some of 

these unidentified cells could be neurons because they are resistant to 

RNAi by feeding in C eJegans (Asikainen, Vartiainen, lakso, Nass, & 

Wong, 2005; Kanath, Martinez-Campos, Zipperlen, Fraser, & Ahringer, 

2001). Our observations demonstrate that the f luorescent signal 

observed in the GFP;;DPFF-l animals corresponds to the expression of 

the fusion protein a"Id that the dsRNA used to silence dpff-1 works 

efficiently. 

2.3 I dpff-l mutant animals have fertility defects 

To better understa"ld the role of dpff-1 in C eJegans, we studied dpff-1 

mutants ca-rying xm17 or tm4287 aneles (Figure Ie). The xm17 allele 

was generated in our laboratory by the CRISPR-Cas-9 genome edting 

system (Friedand et aI., 2013) and it consists of a five -base pair dele­

tion and a four-base pair insertion between nucleotides 46 to 56 after 

the dpff-1 ATG codon (Supporting Information Figure 54a). xm17 

results in a dpff-1 noosense mutation that leads to the production of a 

truncated hypothetical protein that contains only the first 23 amino 

acids (Figure Ie). The tm4287 anele was obtained from the National 

BioResource Project in Tokyo, Japan, and is a 318 bp deletion that 

e~minates 16 bp (out of 83 bp) from e)rl)fl I, all of intron 1 and 176 bp 

(cut of 254 bp) of e.IIDn 2 but conserves the open reading frame (Sup­

portill: Information Figure S4b). Tralslation of the tm4287 allele 

results in the production o f a hypothetical shortened version of the 

DPFF-l protein that lacks amino acids 22 to 85 (Figure I e) but con­

serves the rest of the protein. £tIff-l{xm1 n and dpff-1(tm428n alimals 

grew, moved and looked like the wild-type alimals and we did not 

detect any evident somatic defects. 

To study the effects of dpff-1 mutations on C d~ans fertility and 

embryonic letha~ty, we performed a self-progeny COlA""lt experiment 

We assessed fertility at different temperatlA""es because some germline 

phenotypes are more evidert in higher temperatures (Kawao;aki et aI., 

1998). In some experiments, we performed a temperature shi ft to 

enSlA""e that the embryonic and larval development occurred at lower 

temperatures such that when these animals were about to reach adult­

hood (l4 larvae), they were switr:hed to higher temperatures thus 

allowing us to observe the effects of dpff-1 loss in the adult alimals 

mainly in the germline. Offspring o f wild-type and dpff-1 mumt ani­

mals were studied at 20 and 24"C and upon shiftill: the temperature 

from 20 to 24"C (see the Materials and Methods). dpff-1(tm4287) and 

dpff-1(xm1n alimals had less offsprill: than wild-type animals, inde­

pendent of the temperature (Table 1). Although dpff-1(tm428n and 

dpff-1(xm1n animals had slightly higher embryonic letha~ty than wild­

type alimals, nooe of these differences were statistically signi ficalt 
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FIGURE 2 GFP::DPFF-l is expressed ubiquitously throughout all of C eJegans development. live xmSi09 transgenic animals were mounted 
and observed under an epi f luorescence microscope to analyze their expression pattern at the indicated developmental st<lges. (a- f) 

Embryos, (g) Lt, (h) L4 larval stages and (i) t -day-old hermaphrodites are shown. {g- i} Images were captured as a montage. with overlapping 
cell boundaries and processed using MosaicJ. h: head; t: tail 

(Table 1). Our data show thatdpff-1 is important for C eJegans optimal 

ferti~ty. and does not seem to play an evident role in embryogenesis 

althol€h we cannot disca-d this possib~ity. 

2.4 I dpff- l mutant animals overexpress the P-MPK-l 

signal and have meiotic defects 

To study the effects of dpff-1 mutations on germ cell proliferation and 

meiosis at the nuclear morphological level, we stained extruded gonads 

o f I -d<rt-old w~d-type and dpff-l mutant animals grcwn at 24°C or 

under temperature shift experiments with DAPI. A small proportion of 

1-d<rj-oId dpff-1(tm4287) and (xml7) animals grown with the tempera­

ture shift had longer distal gonad arms than wild-type animals [5% 

(N = 39) and 3% (N = 35), respectively]. This phenctype was more evi­

dent in 1-day-old animals grown at 24°C, in which 19% of dpff-l 

(tm4287) (N = 37) and 11% of dpff-l(xml7) (N = 44) had longer distal 

gonad a-ms. We qualtified the number of germ cells in mitosis a"Id 

meiosis with DAPI staining a"Id found that sane dpff-l mutalt animals 

with I~r dstal gonad a-ms had more germ cells in pachytene (~ 6O'.lE) 

more when compared to the wild-type) but a normal proliferation zone. 

Indeed, the penetralCe of germ~ne phenotypes Wi*. higher in dpff-l 

mutaltsgrownat 24"C. For example, we observed germ cells that looked 

like oocytes in the distal gonad ann fA dpff-1(tm4287) a"Id (xml7) [8% 

(N = 37) and 5% (N = 44), respectively] whereas wild-type animals had 

only pachytene-st<Ige germ cells. Because animals grown at 24°C had a 

more penetrant phenotype and both aneles behaved similarly, we contin­

ued evaluatill: the meiotic defects in dpff-l(xml7) alimals grown at 

24"C. As we will show later, some phenctypes were clea-er in older ani­

mals; therefore, experimerts were performed in 1- or 2-day-old adJlts. 

We further examined the proliferation zone in dpff-l mutant ani­

mals by using an antibody against the phosphorytated form of Histooe 

H3, a commonly used marker for mitosis (Kddyk ald Kimble, 1998). 

Two-my-old dpff-l(xml7) animals had an average of 4.6 nuclei positive 

for phospho-Histone H3 (N = 34) while the wild-type animals had 4.2 
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(N = 34). Beciluse we did not observe any significart differences in the 

proliferation zone of dpff-1 mutalt and wild-type animals, we con­

cluded that the longer distal arms observed in some dpff-1 mutant ani­

mals were not the result of proliferation defects. 

When we examined the germ cells nuclear morphology of 2-day­

old dpff-1(xm1n animals with DAPI st<lining. we observed more evidert 

defects than those of l-day-old animals. For exanple, dpff-1(xm1 n ani­

mals had more condensed nuclei that were not positive for phospho­

Histone H3 staining in the distal gonad (4.4, N = 79) than w~d-type ani­

mals (2.1, N = 81) (Figure 3a,b). We also observed transition nuclei 

(crescent shape) in the loop area in 66% of 41ff-1(xm1n alimals 

(N = 64), whereas these type of nuclei are exdusively located adjacent 

to the mitotic cells in wild-type animals (Rgure 3(:, inset). Indeed, the 

penetrance of phenotypes such as long distal arm gonads and the pres­

ence of cels that looked like oocyte-like in the distal part was higher in 

2-day-old animals. Therefore, we further studed dpff-1(xm1n mutalt 

animal phenotypes at this age and at 24'1:. 

To confinn that some germ cells looked l ike ' oocyte" at the distal 

gonad, we immuno-stained extruded gooads of 2-day-old wild-type 

and 41ff-1 mutant animals for the oocyte marker RME-2, which is the 

yolk receptor (Grant and Hirsh, 1999), and OAPI. As previously 

deserved (Grant and Hirsh, 1999), all wild-type animal gonads were 

RME-2 positive only in the proximal part of the gonad where oocytes 

had exited the pachytene st<lge of meiotic pro-phase I and had pro­

gressed to diplotene and diakinesis (Figure 3d). In total, 67.6% of 

gonads of 41ff-1 mutant animals had RME-2-positive cels in the proxi­

mal area (Figure 3e), whereas the rest (32.4%) had them in both the dis­

tal and proximal gonad (Figure 3f) (N = 37). 

In the c. el~ans gonad, meiotic cell cycle progression ocrurs in 

spatially restricted regions. Immediately, after leaving the distal mitotic 

region, germ cels enter meiosis and thereafter remain in the pachytene 

st<lge of the first meiotic prophase for an extended period. Germ cells 

exit pachytene at the loop area, in a process that depends on the phos­

phorytation of the MAP kinase MPK-l (ERK homolog) (Church, Gual, 

& Lambie, 1995). MPK-l is rapidly dephosphorytated when the oocytes 

enter diplotene ald diakinesis (Hajnal and Berset, 2002). As oocytes 

move proximaly, a signal from the spenn (MSP, major sperm protein), 

reactivates the phosphorytation of MPK-l on the most proximal oocyte 

to allow their maturation (MiDer et aL, 2(01). Because one of the phe­

notypes observed in dpff-1 mutant animals was a longer pachytene 

zone, we st<lined the gonads of 2-day-old dpff-1(xm1n animals grown 

at 24"C with an antibody that binds specifically to the phosphorytated 

form of MPK-l (P-MPK-l). In 65% of dpff-1(xm1n animals, P-MPK-l 

was observed in the pachytene zone (Figure 4c,d) similar to the wild­

type (Figure 4a,b). However this signal persisted all the way to the 

proximal oocytes and its intensity appea-ed to be higher thal in the 

wild-type animals (Figure 4c.,d). To confirm that the irtensity of the P­

MPK-l signal was higher in dpff-1(xm17J animals, we performed West­

em blotting. By this mealS, we confirmed that the expression of the P­

MPK-l signal was higher in dpff-1(xm17) than in wild-type animals (Fig­

ure 4e). These results demonstrate that 41ff-1 deficiert alimals 

showed up-regulation as wei as ectopic expression of the P-MPK-l 

signal, and this correlates with the observed meictic defects. 
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FIGURE 3 loss of dpff-1 results in meiotic defects. DAP! and Immunofluorescent images of extruded gonads from 2-day-old adult her­

maphrodites of the indiccated genotypes. (a) DAPI-stained gonads of the wild-type animal. (b and c) DAPI-stained gonads of dpff-1(xm17) ani­

mals. (d- f) DAPI-stained and anti-RME-2-immunost<lined gonads of wild-type (d) and dpff-1(xm1n animals {e and fl. The percentage of 

animals presenting each phenotype is indicated inside each panel. In c, a detail of the gonad is shown in a different focal plane where cres­

cent nuclei are observed (arrowhead). Full arrows point towards condensed nuclei, empty arrowheads point towards RME-2-positive germ 
celis and asterisks indiCdte ectopic RME-2-positive germ cells. d:distal and p:proximal 

2.5 I dpff- l mutant animals activate germ cell 
apoptosis via p53 

As we mentioned earlier, when we stained gonads of dpff-1 mutalt 

animals with OAP!, we observed condensed nuclei in the distal gonad 

(Figure 3b) that were not positive for phospho-histone-H3 antibody. 

Because condensed nuclei are a common feature of cells undergoing 

apoptosis, we hypothesized that dpff-1 mutations could trigger this 

type o f eel death. To test OlA"" hypothesis, we crossed dpff-1(xm1 n ani­

mals with the strain M0701 that carries an apoptotic marker (be1539 

[Plin-7::cOO-l::sfp; 1i1-15(+ )]), which we will refer to hereafter as cOO-1:; 

g(p (Scll.Jmacher et aI., 2005). ced-1::sfp (control) and ced-l::sfp; dpff-l 

(xm1n alimals were grcwn at 24'1: for up to 3 days after the l4 stage, 

mourted and observed under an epilloorescence microscope to q~n­

tify genn eel corpses. One-d<rt-old dpff-1(xm17) and cortrol animals 

had a similar n~ber of germ cell corpses (Table 2). However, 2-day­

old and 3-day-old dpff-1(xm17) animals had more genn cell corpses 

than the wild-type animals (Table 2). In the cortrol strain, germ eel 

corpses loca6zed to the loop area (Figure Sa). Unexpectedly, some dpff-

1(xm1n 2-d<rt-old animals had ectopic genn cell corpses in the distal 

gonad (Figure 5b). To corroborate our data, we used a different method 

to qualtify apoptosis. We performed RNAi in ced-l, which is required 

for genn cell corpse degradation (Zhou, Hartwieg, & Horvitz, 2001). In 

a a!d-1 mutant background, corpses are easily detected by Noma-ski 

microscopy. By means of this methodology, we conf irmed that dpff-1 

(xm1 n mutant animals had an increased number of genn cell corpses 

and that this phenotype was more severe as the animals aged (Table 2). 

Oouble-strald breaks ocrur normally during meiotic prophase as 

the initiating events in meiotic recombination (Bailly ald Gatner, 2013). 

Among other events, the suceess in repairing double strald breaks is 

monitored during meiotic checkpoints (Alpi, Pasierbek, Gartner, & loid~ 

2003; Gartner, Milstein, Ahmed, Hodgkin, & Hell:atner, 2000; Martin, 

Winkelmann, Petaicorin, Mdlwraith, & Bculton, 2005). During the mei­

otic checkpoints, a failure to repair the double strald breaks activates 
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FIGURE 4 dpff-l mutant animals have an expanded zone of expression of the P-MPK-1 signal. (a-d) Dissected gonads of 2-day-old wild­

type and dpff-l(xm17) animals were extruded, fixed and stained with DAPI (gray) and an anti-phosphorylated-MPK-1 antibody (red). The 

percentage of animals having the observed phenotype are indicated in each panel. d:distal and p:proximal. (e) Western blot of whole 

extracts of wild-type and dpff-l(xm-17) where an antibody against an anti-phosphorylated-MPK-1 antibody (top panel) or tubulin (lower 

panel) was used 

DNA damage-induced apoptosis via the p53 worm homolog cep-l (Alpi 

et aI., 2(03). We hypothesized that germ cell apoptosis in dpff-l mutant 

animals could be triggered by the activation of a meiotic checkpoint. To 

test our hypothesis, we silenced dpff-l by RNAi in a cep-l(gk138);ced-l: 

gfp background. Silencing dpff-l in the ced-l:gfp background resulted in 

higher germ cell apoptosis, similar to dpff-l loss of function (Table 2). 

cep-l(gk138);ced-l:gfp animals had similar numbers of germ cell corp­

ses as the ced-l:gfp (EP) animals (Table 2). Silencing dpff-l in cep-l 

(gk138);ced-l:gfp animals resulted in similar germ cell corpse numbers 

as in control animals (cep-l(gk138);ced-l:gfp, EP) (Table 2). Our results 

demonstrate that the increase in germ cell apoptosis of dpff-l-defi­

cient animals is dependent on cep-l/p53, suggesting that the high 

levels of germ cell apoptosis in dpff-l mutant animals might be a con­

sequence of the activation of the DNA damage apoptosis program 

that is triggered when meiosis defects are found in the system. 

TABLE 2 Germ cell apoptosis in different genetic backgrounds. 

24 h 

dpff-l mutant animals have higher germ cell apoptosis 

ced-I::gfp 6.3 ± 0.3 (47) 
ced-I::gfp ;dpff-l (xml 7) 6.3 ± 0.2 (54) p ~ 0.915 
ced-l( RNAi) 5.6 ± 0.2 (48) 
dpff-l (xml 7);ced-/(RNAi) 5.5 ± 0.3 (45) p ~ 0.877 

dpff-l increased germ cell apoptosis is CEP-1-dependent 

ced-I::gfp·, EP 5.2 ± 0.3 (57) 
ced-l ::gfp; dpff-l (RNAi) 5.4 ± 0.2 (78) p ~ 0.557 
ced-I::gfp ;cep-llgkI38); EP 5.8 ± 0.3 (37) 
ced-I::GFP;cep-1 IgkI38); dpff-l ( RNAi) 5.9 ± 0.3 (34) p ~ 0.928 

2.6 I dpff-l is important in the induction of germ cell 
apoptosis under heat shock 

In tissue culture, it has been observed that dpf2/requiem/ubi-d4 is 

required for the apoptotic response upon IL-3 withdrawal in myeloid 

cells (Gabig et aI., 1994). In C. elegans several stress conditions lead to 

an increase of germ cell apoptosis (Derry, Putzke, & Rothman, 2001; 

Salinas, Maldonado, & Navarro, 2006; Stergiou, Doukoumetzidis, Sen­

doel, & Hengartner, 2(07); therefore, we tested the role of dpff-l in 

the induction of apoptosis under different stress conditions. For starva­

tion, 1-day-old ced-l::gfp and ced-l::gfp; dpff-l mutant animals were 

grown at 24' C and divided into two groups: one that was fed with bac­

teria and another one that lacked bacteria for 6 h. After treatment, ani­

mals were mounted and observed under an epifluorescence 

microscope to quantify germ cell corpses. Starved ced-l::gfp control 

48 h 

9.6 ± 0.3 (69) 1.5 
19.6 ± 0.6 (60) 3.1 p < 0.001 
10.2 ± 0.2 (115) 1.8 
20.8 ± 0.4 (140) 3.8 p < 0.001 

9.7 ± 0.3 (93) 1.9 
14.7 ± 0.3 (106) 2.7 p < 0.001 
11.5 ± 0.3 (97) 2 
10.1 ± 0.2 (105) 1.7 p ~ 0.001 

72h 

14.5 ± 0.5 (32) 2.3 
21.2 ± 0.6 (41) 3.4 p < 0.001 
13.1 ± 0.3 (46) 2.3 
20.1 ± 0.5 (38) 3.7 p < 0.001 

15.5 ± 0.3 (62) 3.0 
19.6 ± 0.5 (83) 3.6 p < 0.001 
14.3 ± 0.3 (85) 2.4 
12.4 ± 0.3 (108) 2.1 p < 0.001 

Animals of the indicated genotype were grown at 24' C, mounted and observed under an epifluorescence microscope or Nomarski microscopy to quan­
tify germ cell corpses. The mean number of apoptotic cells per gonad arm with the SEM was scored with CED-l::GFP at 24, 48, and 72 h post L4 
stage. The number of animals tested is given in parentheses. All t tests are two-tailed unpaired t tests (Mann-Whitney; ... < 0.001). 
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FIGURE 5 dpff-1 mutant animals have ectopic cell corpses. (a and b) Two-day-old adult animals of the indicated genotype were grown at 

24°C, mounted and observed under an epifluorescence microscope to quantify germ cell corpses. Full arrows point towards germ cell corp­

ses. The percentage o f animals showing the observed phenotype is indicated in each panel. d:distal and p:proximal 

animals had increased germ eel apoptosis by up to l.8-fold at 24'1: 

(Figure 6). Starved ced-1::gfp; dpff-1 mutant animals had only patia!ly 

increased germ eel apoptosis (l.4-foId) (Figure 6). Our data suggest 

that DPFF-l might playa partial role in inducing germ eel apoptosis 

under starvation 

Fa heat shock experiments, I-d<rt-old dpff-1 mutant animals 

grown at 24°C were exposed to 31'1: for 3 h as we have previously 

reported (Sa~nas et al. 2(06). Heat-shocked ced-1::sfp control animals 

had increased genn cell apoptosis by up to l.4-fold (Figure 6). Heat­

shocked ad-l:;Wp; 43ff-1 mutant animals did not increase genn eel 

apoptosis (Figure 6). OlA"" data suggest that DPFF-l might playa role in 

inducing genn eell apoptosis under heat shock conditions. 

To detennine if dpff-1 is important for genn cells and/or embryo 

protection from heat shock, we perfonned al assay plblished earlier 

by our grol4l (Huelgas-Morales, Silva-Garcia, Salinas, Greenstein D., & 

Navarro, 2016) in which embryogenesis suceess is used as a measure 

o f germ cel qua6ty. In this assay, I-d<rj-old ad~t animals were exposed 

to heat shock, and their progeny were sorted into three groups there­

after: Group I was composed of embryos already fonned before the 

heat shock (inside the uterus) and embryos fonned during or shortly 

after heat shock, which likely came from diakinesis-stage oocytes (Fig­

ure 7a). Group II was composed of embryos laid between 12 and 24 h 

after stress (late pachytene-stage germ eels at the moment o f stress). 

Finally, group III was composed of those embryos laid between 24 and 

48 h after stress (early pachytene-stage germ cells at the moment of 

stress) (Figure 7a) (Huelgas-Maales et al. 2016). 

Fa performing this assay, l-day-old w~d-type and dpff-1 mumt 

hennapt.-odites were grown at 24°C ald divided into two groups: one 

that was kept as a cootrol (24°C) and another that was heat shocked 

for 3 h at 31°C. After that, the progeny of these animals was divided 

into tt.-ee groups, and embryonic lethality was q~rtified Non-heat­

shocked wild-type and dpff-1 mutant animals showed low to no embry­

onic lethality (Figure 7b). Heat-shocked wild-type and dpff-1 mumt 

animals from group I showed al increase in embryonic lethality (Figure 

7b). However, heat-shocked dpff-1 mutant and wild-type animals f rom 

grol4l II and III showed low percentages of embryonic lethality that 

were not significantly different between the groups (Figure 7b). Our 

data suggest that germ cels f rom dpff-1 mutant animals a-e not sensi­

tive to heat shock and that DPFF-l is not important for the protection 

o f genn eels and embryos f rom heat shock, despite its importance in 

the induction of genn cel apoptosis under this condition. 

2.7 I dpff- l is important for adult stress survival 

We h<r.'e previously observed that proteins required fa stress-induced 

germ eel apoptosis are also important to protect the whole alima! 

f rom stressful conditions (Huelgas-Mora!es et aI., 2016; Rousakis et al. 

2014; Silva-Garcia and Estela Navarro, 20 13). Beall15e we found that 

DPFF-l is important in the induction of genn cell apoptosis under heat 

shock conditions, we decided to test whether this protein could protect 

the whole organism from stress. We tested heat shock stress resistance 

in w~d-type ald dpff-1 mutant animals following standard protocols 

{Arsenovic, Maldonado, Colleluori, & Bloss, 2012; Paz-Gomez, Villa­

nueva-Chima!, & Navarro, 2014; Rodriguez. Snoek, De Bono, & 

" inJ· m. m. 

~ed-1 .... gfp U<;I-1::gfp; ced-1::gfp; 
dplt·1(fmf287} dpH-f (lJ'm 17) 

CJ Co nlml 

c::::J Starvation 
_ Heal Shock 

FIGURE 6 DPFF-l is important for stress- i nduced germ cell apo­

ptosis. One-day-old adult animals of the indicated genotype were 

grown at 24"C and exposed to 6 h of starvation or at 31°C for 3 h 

to induce he<lt shock. Afterwards, tre<lt animals were mounted and 

observed under an epifluorescence microscope to quantify germ 

cell corpses. The mean number of apoptotic germ cells per gonad 

arm of <It least two independent experiments was scored with 
CED-l::GFP and is shown in the gr<lph. Error bars indicate SEM 

and asterisks show that each treatment is different f rom untre<lted 

control. All t tests are two-tailed unpaired t tests (Mann- Whitney; 

••• p < 0.001) 
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FIGURE 7 dpff-l participates in adult stress survival. (a) Scheme representing how the groups of embryos were assigned for the heat 

shock assay. (b) Animals o f the indicated genotype were grown at 24"C and were divided into two groups: one kept at the same 

temperature an another that was heat-shocked at 31"C for 3 h. The embryos produced were sorted into three groups: embryos that had 

been fertilized (I) before or during the heat-shock, (II) shortly after heat-shock and (II I) long after heat-shock. Embryonic lethality is repre­

sented by the percentage of embryos that did not hatch after 24 h of being laid. The data from one of two replicates, with each condition 
having a :2:.989, are depicted. Error bars indicate SEM. One-way-ANOVA (Up < 0.01). (e) Synchronized i-my-old adult hermaphrodites o f 

the indicated genotype were grown at 24"C and exposed to a heat shock stress at 36°C for the indicated time. The data from three di ffer­
ent experiments were obtained, and the percentage of surviving animals was graphed. Error bars indicate SEM. Two-way ANOVA analysis 

with Bonferroni's test was used to compare each condition to the control .•• P < 0.01; ••• P < 0.001 

Kammenga, 2013). One-d<rj-old wild-type ald dpff-l mutant animals 

grown at 24°C were exposed to heat shock at 36°C and analyzed every 

hour to monitor their survival over the course of 11 h. DlA""ing the first 

6 h of inrubatiol\ there was no difference in survival between dpff-l 

mutant ald wild-type animals (Figure 7e). After 9 h o f heat shock, 78% 

of w~d-type animals were still alive (Figure 7e). However, at the sane 

time, only 36% of dpff-l mutant animals survived (Figure 7e). After 

11 h o f heat shock, 49% of wild-type animals survived (Figure 7e); in 

contrast, only 3% of dpff-l mutant animals did (Figure 7e). These data 

demonstrate that 4Jff-l mutant animals have a compromised heat 

shock response. 

To contirue studyill: the role of DPFF-l in the heat shock 

response, we tested whether dpff-l mutant animals were able to tlA""n 

on two heat shock reporters: hsp-16.2::sfp(gp/slJ (Rea, Wu, Cypser, 

Vaupel, & Johnson, 2OOS) and pSod-3::sfp (libina, Berman, & Kenyon, 

2003). We exposed hsp-162:gfp(gp/slJ and dppf-l(xmln: hsp-16.2::gfp 

animals to 35°C for 2 h and recovered them for 4 h at 2O"C as recom­

mended by (Rea et aI., 2005). After incubation, the animals were 

mourted and observed under a f luorescence microscope. As expected, 

hsp-16.2:;Wp animals expressed the reporter after heat shock (Figure 

8a,b,e) nevertheless dpff-l(xm17J; hs,r162::g(p animals showed signifi­

cantly lower expression (Figure Sa- e). 

We performed RNAi by feeding in a pSl)d-3:g(p background using 

bacteria that expressed dpff-l dsRNA or an empty plasmid as a control. 

We exposed pSod-3::sfp(EPJ ald pSod-3::gfp; dpff-1{RNAlJ animals to 

35"C for 2 h as recommended by Dues et aL (2016), but we were not 

able to detect an induction of pSod-3::sfp expression. Therefore, we 

optimized the temperature to detect pSod-3::sfp expression and found 

that 8 hat 31"C were optimal for the observation of gfp expression. 

pSl)d-3::GFP(EPJ alimals had higher GFP expression during heat shock 
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FIGURE 8 43ff-1 (Jem1 n animals are unable to respond to heat shock. (a- e) One-day-old adult hermaphrodites of (a and b) h$p16.2::gfp and (c 

and d) dpff-1; hsp16.2::g(p strains grown at 20'>C were subjected to heat shock at 35"C for 2 h or were kept at 2O"C (control, no stress). After 

heat shock animals were recovered for 4 h at 2O"C, they were mounted and observed under an epifluorescence microscope to obtain photomi­

crographs o f representative animals for each strain and condition. (f - j) Animals expressing a heat shock reporter (psod-3::g(p) were fed with an 

empty plasmid (EP, f and g) or dpff-1 dsRNA to induce RNAi (h and i). EP or dpff-1(RNAi) l -day-old adult animals of the indicated background 

were exposed to B h at 31"C to induce heat shock (g and i) or kept at 20"C (no stress condition; f and h). Right after heat shock animals were 

mounted and observed under a fluorescence microscope and representative pictures are shown. (e and j) Quantitative analysis to compare the 

expression levels of GFP in indicated backgrounds. The data o f one o f two independent replicates with similar results are shown. One-way 

ANOVA ••• P < 0.001. hsp-16::gfp: (control) n = 17, (heat shock) n = 17; hsp-16::g(p ; dpff-1(xm17}. {controlln = 29, {heat shock)n = 33. SDd-3: 

gfp; EP: (control) n = 27, (heat shock) n = 29; sod-3:g(p;dpff-1(RNAi): (control) n = 43, (heat shock) n = 31. h:head and t:tail 

than in namal conditions {Figure 8f,gj}. In contrast, pSOd-3:;Wp; dpff-1 

(RNAi) alimals had less expression of the SDd-3:gfp reporter in control 

conditions and after heat shock in comparisoo to cont rol animals {Fig­

ure Bh- j}. Ou- results show that DPFF-l plays an importalt role in the 

act ivation of heat shock response in C d~ons. 

3 I DI SC U SS ION 

In this work, we explored the expression and function of the putative 

transcriptional factor dpff-1 in C eJegans ferti lity and during the stress 

response. We found that the fusion protein GFP::DPFF-l is ubi<Jli­

tously expressed throughout all embryonic and post-embryonic stages. 

mainly in the nuclei, and at lower levels diffused in the cytoplasm o f 

somatic and germ cells. Here, we show tor the f irst time that a member 

o f the d4 fanily of transcription factors participates in meiosis. Some 

dpff-1 mutant animals had an extended pachytene zone and ectopic 

oocyte-like cels in the distal gonad. We also found that the P-MPK-l 

signal is higher and persists from pachytene to diakinesis. dpff-1 mutant 

animals had higher, and in some cases, ectopic genn cel apoptosis that 

was activated through the p53 (CEP-l ) pattmay. In addition to DPFF-l 
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function in fertility and meiosis, we also showed t hat DPFF-1 is impa­

tant to protect the animal from heat shock and to tum on heat shock 

reporters. This is the f irst report showing that a member of this family 

of proteins plays a role in meiosis and heat shock protection. Because 

DPFF-1 is a putative transcription factor is possible that its function is 

to regulate the expression of some genes important fa meiosis, apo­

ptosis and/or stress. 

3.1 1 dpff-l mutant animals have fertility and meiosis 
defects 

dpff-1 mutant animals, grew, appeared and moved like the wild-type 

animals, and we did not observe any evident somatic phenotype. 

Because in other organisms DPF1 and DPF3 playa role in the nervous 

system (unge et aL, 2008; Mertsalov et al. 2008), we do not discard 

the possibility that DPFF-1 could have a role in the soma. 

Here, we showed that dpff-1 mutant animals have less offspring 

independent of the temperature tested (Table 1). However, meiotic 

defects were more evident in older alimals that grew at 24°C. This 

findng is not surprising since some germline phenotypes are more pen­

etrant at higher temperatures (Kawasaki et al. 1998). Nevertheless, is 

possible that somatic defects accumulated when animals grew from 

early larval stages at 24"C potentially compromising the germline's per­

formance. Another possibility is that older animals had higher pene­

trance of the studied phenotypes because their gonads acrumulated 

defects as oogenesis progressed. 

We attributed low ferti~ty problems in dpff-1 mutant animals to 

meiotic defects since several defects were observed during this process 

by several techniques. Among the defects observed are; an extended 

transition zooe that in some instances could be observed in the loop 

area, al expa"lded pachytene zone, in some cases, ectopic oocyte-like 

germ ceils in the distal gooad and condensed nuclei in the distal gonad 

{Figure 3~ 

Here, we show that the expression of the phosphorytated MPK-1 

is ectopic ald higher in 43ff-1 mutant animals (Figure 4). MPK-1 signal 

is necessary for genn cels to progress through the meiotic prophase I 

f rom pachytene to diplotene and diakinesis (Church et aI., 1995). We 

sperulate that upregl,jation of the P-MPK-1 could be contributing to 

meiotic defects observed in dpff-1 deficiert animals although it is possi­

ble that it is a conse(JJence of other meiotic defects. ClA""rently, we do 

not know why MPK-1 expression is ectopic or higher in 43ff-1 animals. 

Flrther studies are required to test if DPFF-1 regulates the expression 

o f MPK-1 directly or indirectly. Because DPFF-1 is a putative transcrip­

tion factor, it is possible that it could be directly regulating mpk-1 

expression or other genes important for meiosis, but it is also possible 

that DPFF-1 plays an indirect role. 

dpff-1 mutant animals had increased genn ceil apoptosis (Table 2 

and Figure 5). We obser.ed that high levels of germ eel apoptosis in 

dpff-1 mumt animals were dependent on CEP-1 (Table 2), and for this 

reason, we suggest that germ ceil apoptosis is triggered in these ani­

mals due to the activation of a meiotic checkpoirt. Double-strand 

breaks oc£ur not only following DNA danage but also normaly dlA""ing 

meiotic prophase as the initiating events of meiotic recombination. 

WI LEY I " "'" 
During meiotic prophase, the integrity o f both meiotic recombination 

and meiotic chromosome synapsis is monitored by checkpoirts, and 

such checkpoint activation leads to a cel cycle arrest phenotype in 

yeast and apoptosis in animals. In mutations that lead to the acrumu­

lation of recombination intermedates such as rod-51 (Gartner et aI., 

20Cl0) or inA (Martin et al. 2005), germ ceil apoptosis is activated 

via the DNA danage pattmay, which is induced by CEP-1/p53 (Alpi 

et aL, 2003; Baily ald Gartner, 2013; Gatner et aI., 2000). It is 

important to note that not all meiotic defects lead to activation o f 

the DNA damage checkpoint. For example, in synapsis-defective ani­

mals (such as him-3 mumts) and those with translocated chromo­

somes (such as feC-S mutants), genn ceil apoptosis is not triggered 

(Alpi et al. 2003). 

In some dpff-1 mutant animals, genn eel corpses were found 

ectopically in the distal gonad. In the wild-type, genn ceil apoptosis 

OC£lA'S only in the loop area, where germ eels are in late pachytene 

and become competent for apoptosis due to the phosphorytation o f 

MPK-1 (Gumienny, umbie, Hatwieg, Horvitz, H. R., & Hengartner, 

1999). We believe that the ectopic germ eel apoptosis observed in the 

distal gonad of dpff-1 animals is due to the activation of a meiosis 

checkpoint because it is completeiy blocked by the absence of cep-1/ 

p53. We do not believe that DPFF-1 or any of its putative targets regu­

lates germ ceil apoptosis dlA""ing meiosis directly. 

Germ ceil apoptosis can be triggered by different and independent 

pathw<rjs (Bailly and Gartner, 20 13). As we mentioned above, DNA 

damage is regulated by checkpoint genes and can be induced by meio­

sis defect s (Bailly ald Gatner, 2013; Gartner et aL, 20Cl0). We previ­

ollSly found that heat shock cal trigger germ ceil apoptosis in a CEP-1! 

p53 independent pathway via the MAPKKs MEK-1 and SEK-1 (Salinas 

et aI., 2006). Starvation can trigger genn eel apoptosis via lIN-35/Rb 

and in a CEP-1/p53 and MEK-1/SEK-1 independent pathw<r(S (us­

carez-ugunas, Silva-Garcia, Dinkova, & Navarro, 2014; Salinas et aI., 

2006). Here, we found that DPFF-1 is important in the induction o f 

apoptosis during starvation (although partially) and heat shock in C. eJe­

gons. It is possible that DPFF-1 could playa direct role in the induction 

of apoptosis by stress because DPF2/requiem/Wi-d4 was originaly 

found in a screening to idertify factors that provide apoptosis resist­

ance in mlA""ine myeloid ceils (Gabig et al. 1994). Until now, it is not 

know what role the DPF family members could be playing in this type 

of ceil death and whether their function is direct or indirect. However 

is possible that this family of proteins has a conserved role in the induc­

tion of apoptosis during stress rondtions and f lrther studies are 

needed to investigate this possibility. 

3.2 1 dpff-l protects anima ls from stress 

Until this report. there was no evidence that members o f the d4 fam­

ily of transcription factors could pl<rj a role in stress protection. Here, 

we show that DPFF-1 is importart for adJlt hermaphrodites to sur­

vive heat shock conditions (Figure 7c) and to activate the heat shock 

stress response (Figure 8). Despite DPFF-1 having an important role 

in oocyte development, it does not seem to play an important role 

into protecting the germ ceils from heat shock because dpff-1 mumt 
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animals exposed to heat shock produce embryos that are able to sue­

cessfuly complete embryogenesis (Figure 7b). The role of DPFF-l in 

protecting animals f rom he.i!t shock still remains to be elucidated but 

it is intriguing that DPFF-l is not needed for stress protection until 

animals have been exposed for several hcurs to e.ld:reme he.]t shock. 

It will be interesting to test if DPFF-l plays a role in chromatin 

remodeiill: and stress in C eJegans because some members of the d4 

family of transcription factors of vertebrates interact with BAF-class 

SWI/ SNF complexes (Middeljans et al. 2012; Tando et al. 2010) and 

in C el~ans. it has been shown that OAF-16/ FOXO, a transcriptional 

activ.ator essential for the stress response, acts with a BAF-like sub­

class of SWI/SNF components to provide stress resistance {Riedel 

et al. 2013). 

The DPFF-l:GFP transgene is expressed mainly in the nuclei of 

all the C e~ans cells. This pattem of expression is coll:ruent with 

DPFF-l 's putative DNA bindng domains and nuclear 10000lization sig­

nal. Until nON, not much is known about the putative targets of this 

family of transcription factors. It is possible that DPFF-1 might 

directly regulate the expression of genes imp6cated in meiosis, apo­

ptosis, stress-ind.Jced apoptosis and/or genes that are important for 

the activation o f the heat shock response, and flrther studies are 

needed to better understa"ld the role of this protein in these proc­

esses. It also would be interesting to test the roles of member.; of 

the d4 family of transcription factors in meiosis and stress resistance 

in higher organisms. 

4 I MA TERI A LS A ND METHOD S 

4.1 1 C. e/esans strains and growth conditions 

C eJegans strains were mairtainee! according to standard procedures 

(Brenner, 1974) on NGM-lite and grown at 20, 24°C for all of their li fe 

cycle or at :ZO>C f rom embryos to L4 lava€! and then shifted to 24°C 

The following C eJegons strains were used: the wild-type va-iety Bristol 

strain N2 (var Bristol), dpff-1(tm428n, MD70 1 be/s39 [P6m-7::ced-1:: 

gfp: lirl-15(+J] (Schumacher et aL, 2005), EG6699 [ttTi5605 II: LnC-119 

(ed3J III: oxEx1578] {Frokjaer-Jensen et aL, 20Cl8, 2012), TJ375 hsp-

16.2:g(p(gp/s1J (Rea et al. 2005), RN019 xmSi09 [P4Iff-1:;WJ::dpff-1 :: 

dpff-1 3'lJTR: Cbr-Ulc-l19{+)] II {this study), RN031 xmSi09 [Pdpff-1 :: 

dpff-1::g(p::dpff-1 3'U1R: Cbr-unc-119{+)] II {this study), RN045 [dpff-1 

(xm 1n] (this study), RN046 [ced-1.:gfp; dpff-1(tm428n] (this study), 

RN048 [ced-1.:gfp; dpff-1(xm17n (this study), TJ1 cep-1(gk138~ and 

CF1553 mus84 [(pAD76j pSad-3:;WJ + rol-6(su1006jJ. 

4.2 1 RNA interference 

RNAi silencing WilS performed by feeding at 24°C using standard meth­

ods (Conte ald Mello, 2003; Timmons, Court, & Fire, 2001). Briefly, 

empty pPDI29.36 plasmid (EPj ald RNAi vectors were grown into the 

E. cali strain HTl1S(DE3). To induce RNAi in dpff-1, the done WilS 

ol:tainee! f rom the RNAi libray (OpenBiosystems) (Rual et aL, 2004) 

and conf irmed by sequencing. To induce RNAi in ced-1 a plasmid previ­

ollSly doned in our lab was used (Salinas et al. 2006). The transformed 

VILLANUEVA..(HIMAL rr ..... 

bacteria were cultured overnight in LB broth containing 50 mg/ml o f 

ampiciRin and 12.5 mg/ml of tetracycline. For RNAi experiments to 

quantify apoptosis, double stralded RNA for red-1 and dppf-1 was 

induced in liquid as previously described by (Salinas et al . 2006). To 

test dpff-1 RNAi efficiency double stranded RNA synthesis was 

induced overnight on NGM plates supplemented with ampicinin (50 

mg mL-1
), tetracycline (12.5 mg mL -1) and IPTG (1 mM). L4 larvae 

were placed orto NGM-lite plates containing induced bacteria and 

inclbated at 24°C for one generation, and then, L4 animals were 

cloned for experiments. 

4.3 1 Transgene and sg RNA targeting constru ction 

The doning o f 41ff-1 for Sill:le-ropy insertion WilS performed using the 

Ml,jtisite Gateway Three Fragment Vector Construction Kit {lnvitrogel\ 

urlsbad, CAl. For the promoter, we ampHied a 965-bp fragment o f 

the irtergenic region upstream of dpff-1. For the coding region contain­

ing the 3'UTR, we amplified the region from the ATG to the end o f the 

longest 3'UTR reported (http: //WNW.wormb<ise.org, release W5252, 

Dee 04, 2015). 

The following primers were used: attB4_41ff-1_FOW GGGGA­

CAACTTTGTATAGAAAAGTTGATGATGACCCTAAAAATTATCATAC; 

attB1r_41ff-1_REV, GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGCTTAGAT 

TATTCAGATTTCAAATGGATC; attB1_41ff-1_FDW, GGGGACAAG 

TTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGATAAATCTTTAGAGCATTTAGG; 

attB2r_dpff-1_REV, GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCrGGGTTAA 

GATCCACAATTATGTGAAGAAG; ilttB2_41ff-1_FDW, GGGGACAGCr 

TTCTTGTACAAAGTGGTCAAATGTATTAGCTTCCTTCCTCTC "," 
attB3_dpff-1_REV, GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTGATTCTT 

TGAAACTTCCAATATTG. PCR prodKt s were gel-purified by stanmrd 

procedures and donee! ttrough recombination in to the donor vectors 

pOONRP4-P1R, pOONR221 and pOONRP2R-P3 to generate ertry 

clMes. In all cases, genomic N2 DNA was used as a template. The 

inserts were confirmed by sequencing. 

pDONRP4-PlR-dpff-1 and pOONRP2R-P3-41ff-1 were linearized 

by PCR with primers P4-P1R-dpff-1_FOW, GCTTCCGCCGGTACCTC 

CACTGCCACCGCTAGTACTCATTGTCTGTAAGATTAGCTGTCTTGGA 

TTATTTTTAAAC; P4-PlR-dpff-1_REV, GGTGGCACAGGAGGAACGG 

GCGGTAGTGGAGGCACTGGTATCTC~CGGATATATGGACCT 

GATGC; 2R-P3-41ff-1_FOW, GCTTCCGCCGGTACCTCCACTGCCACC 

GCTAGTACTCTTCTTGGCCGGTGCAC and 2R-P3-dpff-1_REV, GGTG 

GCKAGGAGGAACGGGCGGTAGTGGAGGCACTGGTTAATGGTTCTC 

AAATATTATATTTATTCCAATATTT, respectively. The GFP sequence 

was amplified f rom the entry done pCM1.53 (Addgene plasmid 17250) 

{Merritt. RasoIoson, Ko, & Seydoux. 2008) with primers GFP _FOW, 

AGTACTAGCGGTGGCAGTGGAGGTACCGGCGGAAGCAGTAAAGGAG 

AAGAACTTTTCAC and GFP _REV, ACCAGTGCCTCCACTACCGCCCGT 

TCCTCCTGTGCCACCTTTGTATAGTTCATCCATGCC. PCR prod.Kts 

were dgested with Dpri a"Id geI-purified foRowill: sta"ldard procedures. 

Then, we fused the GFP axing gene after the dpff-1 ATG or before the 

41ff-1 stop codon using a Gibson reactiM (Gibsal et aL, 2009) I1t mixing 

pOONRP4-PlR-dpff-1 or pOONRP2R-P3-4Jff-1 PCR products with GFP 

PCR products. Finaly, the desired PCR products on each ertry done 



	

99	
	

 

VILLANUEVA..(HIMAL rr ..... 

vector were doned in tandem through recombination irto the destina­

tion vector pCFJl50 (Ad<tene plasmid 19329) (Frokjaer-Jensen et al, 

20(8) 

To generate the dpff-l sgRNA expression vector, we used the 

pU6:unc-119 sgRNA vector (Addgene plasmid 46169) (Friedland et al., 

2013) as a template. pU6::l61c-119 sgRNA was linea-ized by PCR with 

the primers sgRNA_dpff-l10W, ACTGCATTAAATGGAATTCCGTTT 

TAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAG and sgRNA_41ff-l_FOW, 

CGGAATTCCATTTAATGCAGTAAACATTTAGATTTGCAATTCAATTAT 

ATAGG. The PCR product Wi*. digested with Dpnl, gel-pu-ified and 

transformed irto competent cels. pU6::dpff-l sgRNA was coofinned 

through sequencing. 

4.4 I Generation of t ransgenic and mutant st rains 

Transgenic animals were generated tt.-ough Mosl-mediated single 

copy insertion (Frokjaer-Jensen et aI., 2OOB, 2012). BrieHy, l-d<rt-old 

EG6699 [ttTi5605 II; unc-119(ed3) III; ox£x1578] animals were microin­

jected into the gonad with a mixture containing the following plasm ids: 

pCFJ601 (Peft -3::Mosl transposase, 50 ng Ill-I), the negative selec­

tion marker pMA122 (Phsp-16.1 ::ped-1, 10 ng Ill-I), the coinjection 

ma-kers pCFJi04 (Pmyo-3::mCherry, 5 ng Ill -I), pGHB (Prab-3:: 

mOlerry, 10 ng Ill -I), pCFJ90 (Pml'l'-2::mCherry, 2.5 ng Ill -I) and the 

template plasmid pCF J150 with the transgene Pdpff-l::g(p::dpff-l::dpff-

1 3'lJTR (20 ng Ill-I) or pCFJl50 with the transgene Pdpff-l::dpff-l:: 

gfp::dpff-l 3'lJTR (20 ng Ill-I). The injected wonns were grown at 

24"C for several d<rt5. unc-119 (+) animals were heat shocked at 34"C 

for 2 h. The living animals were isolated, and their progeny were ana­

lyzed using a fluorescence microscope. GFP-expressing animals with no 

mOlerry expression were selected. 

The mutant RN042 dpff-1(xmln line was generated by CRISPR­

Cas-9 genome editing (Friedland et al. 20 13). BrieHy, l -day-old wild­

type N2 animals were microinjected using a mixhre containing the fd­

lowill: plasmids: Peft-3::cas9-5V40 (Addgene plasmid 46168, 50 

ng Ill-I) (Friedand et al. 20 13), pU6::41ff-l sgRNA (45 ng!1l1) and 

pCFJi04 (Pmyo-3::mCherry, 5 ng Ill-I). Fl animals with mCherry 

expression were selected using a f luorescence stereomicroscope. We 

genotyped 66 Fl worms by PCR using the primers dpff-l_EcoRI_FOW, 

GCGTAGCTACATATTAATCAATTATCGC and dpff-l_EcoRI_REV, 

AGCCGTTTGATGTTCATAGTATG. PCR products were digested with 

EcoRI and visua~zed in a 2% aga-ose gel Using this approach, we iden­

tified two independert restriction f ragment length poIymorphisms in 

PCR amplicons generated f rom mutant genomic ONA. xm17 ald xm20 

alleles were sequenced and analyzed The xm17 allele resulted in a 

nonsense mutation (Supportill: Information Figure 52). The xm20 allele 

resulted in a silent mutation and was not used in this study (data not 

shown). 

4.5 I Fertili ty assay 

To study the effect of dpff-l mutations on C eJegans fertility, wild-type 

N2, dpff-l(tm428n ald dpff-l(xml7) hermaphrodite animals were 

grown at 2(YC, 24"C and with the temperature shift (as previously 
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described). These hermaphrodite animals were individually selected as 

l4 larvae and then transferred to new plates e-lery 24 h over the 

course of 3- 4 d<rts, dependill: on the temperature. Embryos that did 

not hatch within 24 h after being laid were considered dead. 

4.6 I Immunostaining 

RME-2 and P-MPK-l immunoiocaliZdtion in dissected gonads were 

perfonned i*. previously described (5d~nas, Maldonado, Macii*.-5iiva, 

Blackwel~ & Navarro, 200n with the fonowill: modifications. Briefly, 

dissected gonads were f rozen in liquid nitrogen, freeze-cracked, f ixed 

in methanol at -2O"C for 1 min ald treated with a mix of 1)( PBs, 

3.7% paraformak:lehyde, 80 mM HEPES, 1.6 mM Mg504 , and O.B mM 

EGTA for 20 min at room temperature for RME-2 and 12 min fa P­

MPK-l. Fixed gonads were incubated with RME-2 antibody (1:1OO) as 

previously described (Gralt and Hirsh, 1999), a commercial antibody 

against phospho-histone-H3 (Upstate Biotechnology, Catalogue num­

ber: 06-570) (1: 10) or a commercial phospho-MPK-l antibcdy (1:400) 

(Sigma-AI<tich, Catalogue number: MB159), washed in PST and f inally 

inclbated with a mix of Alexa Fluor 594-conjugated goat anti-rabbit 

secondary antibody (1:100; Molerular Probes) fa MPK-l, Alexa Fluor 

488-conjugated goat arti-mouse 19{G) secondary altibody (1: 100 

Molerula- Probes) for phospho-histone-H3 or Cy3 anti-mouse second­

ary antibcdy (1:100; Jackson Immunology) ald OAPI (4' 6' -diamidino-

2-phenylindole dihydrochloride, 1 ng III -1). 

To observe nudea- morphology, OAPI staining was performed as 

previously described (l ee et al, 2007). BrieHy, dissected gonads were 

fixed in 3% formaldehyde and 100% methanol in a 100 mM K2HP04 

(pH 72) buffer for 20 min at -20"C. Fixed gonads were inrubated 

with OAPI (4' , 6' -diamidino-2-phenylindole dihydrochloride, 1 ng Ill -I) 

in PST (PBS and 0.5% Tween 20) for 10 min at room temperature and 

washed in PST. Stained gonads were mounted with Vectashield 

Mourting Medium (Vector ldbs, Burlingame, CA) to prevent 

photobleaching. 

4.7 I Western blot ana lysis 

Fa the Westem blot analysis, 100 two-day-old adl,jt animals f rom the 

indicated backgrcunds were grown at 24"C, coDected and washed in 

phosphate-buffered saline (PB51X). To lyse animals, t he samples were 

boiled for 5 min in 171.5 mM OTT and loading buffer and centrifl€ed 

at 13,000 rpm for 1 min. The resulting supernatant was loaded onto 

1001> poIyaaytanide gels. The gels were transferred onto an 

Immobilon-P po/yvirl)'lidene di-Huoride (P'v'OF) membrane (Minipore) 

according to stanmrd procedures. Blots were inrubated using a com­

mercial antibody for Phospho-ERK (Cel l Signaling Technology, Cata­

logue n~ber: 9101) 1:1000. Primary antibody was diluted in 0.5% 

nonfat canmercial m~k. 0.1% TBT and inrubated ovemight at 4"C. To 

detect to the Phospho-ERK protein, we used the secondary antibody 

peroxidase-conjl€ated Goot Anti-Rabbit (H + l ) (Thermo Scientific, 

Catalogue n~ber: 32460) diluted to a final concentration o f 1:1000 

(same dilution buffer) and incubated for I h at room temperature. An 

a -tubu~n monoclonal antibody {Sigma- Aldrich, Catalogue number: 
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T9026) was used as a loading control at a dilution of 1:500. Bound 

antibody was detected using a Super Signal West Femto Trial Kit 

(Thermo Scientific, Catalogue m.mber: 34096). 

4.8 I Apoptosis assays 

To investigate the role of dpff-l in germ cell apoptosis, we crossed 

dpff.1(tm4287) and dpff.!(xm17) animals with the strain M0701 (ScI'lJ­

macher et aI., 2(05). Control ced-l::stp, ced-l::stp; dpff-l(tm4287), and 

ceiH::gfp; dpff-l(xmln animals were grown at 24°(, mounted in 2% 

agarose pads, anesthetized with 10 mM tetramisole and observed 

under an epifluorescence microscope to quantify germ cell corpses at 

the indicated developmental stages or stress conditions. For ced-l 

(RNAi), animals of the indicated genotypes were grown at 24°(, 

mounted on 2% agarose pads, anesthetized with 10 mM tetramisole 

and observed by Nomarski microscopy to observe cell corpses. All sta­

tistical analyses were performed using SIGMA-PLOT. Error bars indi­

cate SEM. All t-tests are two-tailed u~aired t tests (Mann-Whitney). 

4.9 I Stress conditions 

For stress-induced germ cel apoptosis, we followed (Salinas et aI., 

2(06) and (Silva-Garda and Estela Navarro, 2013). Briefly, control ced· 

l::gfp. ced·l::gfp; dpff·l(tm428n, and ced·l::gfp; dpff· l(xmln animals 

were grown at 24°C. For starvation conlitions, 1..£lay-old animals of 

the indicated genotype were transferred to NGM plates without bacte­

ria and incubated for 6 h at 24°C. For indudng germ cell apoptosis by 

heat shock, 1..£lay-old animals of the indicated background were trans­

ferred to NGM plates with bacteria incubated for 3 h at 31°C in a 

water bath, and then allowed to recover for 4.5 h at 24°C. After every 

treatment, animals of the indicated genotypes were anesthetized with 

10 mM tetramisole, mounted on 2% agarose pads and observed under 

an epifh.J:lrescence microscope to quantify germ cell corpses. All statis­

tical analyses were performed using SIGMA-PLOT. Error bars indicate 

SEM. All t tests are two-tailed unpaired t tests (Mann-Whitney). 

Synchronized hsp·16.2::GFP and dpff·l(xml7}; hsp·16.2::GFP were 

grown at 2O"C, and when animals reached the L4 stage, 30-40 animals 

were passed to 35 mm plates of NGM-lite seeded with OP50-1 bacte­

ria. The next day, 1..£lay-old adults were heat shocked at 35°C for 2 h 

and then recovered for 4 h (Dues et aI., 2016). Animals were mounted 

and observed under a fluorescence microscope. EP and dpff·l(RNAij 

animals in the L4 stage expressing the transgene Psod·3::GFP were 

selected and transferred to 35 mm plates of NGM-lite seeded with 

OP50-1 bacteria. The next day, the animals were heat shocked at 31°C 

for B h. Control animals in both experiments were grown at 2O"C (with­

out stress). Fil.J:lrescence quantification was performed using ImageJ 

software as previously described (Huelgas-Morales et aI., 2016). 

4.10 I Quantification of embryonic lethality after heat 
shock 

Quantitation of embryonic lethality after heat shock was performed as 

previol.l5ly described (Huelgas-Morales et aI., 2016). Briefty, 1-day-old 

hermaphrodites were grown at 24°C and heat shocked at 31°C for 3 h 
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in a controlled temperature water bath. Control groups were kept at 

24°(. Immeliately after the heat shock, animals were mounted in 2% 

agarose pads and observed l.I"Ider a microscope. The I'l.Imber ct embryos 

in the uterus and the m.rnber of fuly gr(MIn oocytes inside each gonad 

arm ct every hermaphrodite were counted Then animals were recov· 

ered and allowed to lay as many embryos as previously averaged for 

10 h, constituting group I. Afterwards, the hermaphrodites were trans­

ferred to nev.l plates and were allowed to lay embryos for 12 h, consti­

tuting group II. Once again, the hermaphrOlites were transferred and 

allowed to lay embryos for another 24 h, constituting gro~ II I. Embry­

onic lethality was determined as the percentage of embryos that lid not 

hatch after 24 h of being laid. In parallel, the embryonic lethality of con­

trol hermaphrodites that were not heat shocked was scored. 

4.11 1 Surviva l assays 

Heat shock was performed as previously described (Paz-Gomez et al~ 

2014). Synchronized L1 worms were grown at 24°C for 40 h and sub­

sequently transferred to several 35-mm NGM plates for heat shock (30 

worms per plate). Plates with 1..£lay-old hermaphrodites were incu­

bated at 36°C for 12 h, and every hour a plate was taken from the 

incubator to observe animals under a stereoscopic microscope. Animals 

without pharyngeal pumpill: that did not respond to touch were 

scored as dead and burst animals were discarded. Data from three dif­

ferent experiments were obtained, and the percentage of survival was 

graphed. 

4.12 I Image acquisition and processing 

The images were obtained on a Nikon Edipse E600 microscope 

e~~ped with an Al<ioCam MRc camera (Zeiss). Pict .... es were captured 

using A)QoVision software (Zeiss). Images were processed using ImageJ 

(1.SOb, Wayne Rasband National Institutes of Health). Some images 

were capt .... ed as a montage with overlappill: cell boundaries and proc­

essed using MosaicJ (Thevenaz and Unser, 2007). 

Quantification of GFP fluorescence used ImageJ (1.50b, Wayne 

Rasband, National Institutes of Health). The whole area of each animal 

was selected, and its relative levels of fluorescence (intensity) were 

meas .... ed and graphed. The corrected total fluorescence was calculated 

as follows: corrected total fluorescence (CTF) = integrated density -

(area of the selected animal x mean fluorescence of the background 

realings). In which the background realing was determined independ­

ently by selecting a region next to the animal that had no fluoresce. 
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Summary. The vasa fam~y of protKis comprises several 
conserved DEAD bolt RNA hellcases inpor1ant for mRNA 
regulation whose exact function il the germlile is stil 
unkoown. In Caenorhabditis elBgans, there are six knOW'n 
members of the Vasa family, and al of them are associ­
atedwilh P granules. One of these protKis, VBH-l , is im­
portant for oogenesis, spermatogenesis, embryo devel­
opment, and the oocyte/sperm switch in this nematode. 
We decided to extend our previous work in C. elegans t o 
slblng species Caenol1labdi!is remanei t o understand 
what is the function of the WH-l homolog il this gono­
chorist ic species. We fOllld that Cre-VBH- l is present in 
the cytoplasm of germ eels and it remains associated 
with P granules throughout the Ife cycle of C. remanei. 
Several aspects between VBH-I and Cre-VBH-l function 
are conserved ~ ke their role dJrilg oogenesis, spermato­
genesis, and embryonic development. However, Cre­
vbh- J slencing il C. remanei had a stronger effect on 
spermatogenesis and spermatid activaticn than in C. ele­
gans . An unexpected f indilg was that silencing of IIbh-J 
in the C. e.l9gans caused a decrease in germ eel apopto­
sis il the hermaphrodi te gonad, whle sllencilg of Cre­
vbh-J il C. remanei elicited germ cel l apopt06ls in the 
male gonad. These data suggest that VBH- l mil11t play a 
role il germ eel survival il both species albeit it appears 
t o have an opposi te role in each one. genesis 50:801--818, 
2012. C 2012Wiley Peoiodicals, nc. 

Key words: VBH-l; Oe-VBH-l; VI>SA:, RNA helicases; C. 
remanei; P granules; genn line; C. e{egans; apopt06is 

INTRODUCTION 

Germ granules are ribonucleoprotein complexes impor· 
tant lOr germline specification and function; oowC\·er 

their detailed function remains elusive [revicwed in 
(Gallo el m., 2010; Seydoux and Braun, 2006; Strome, 
2005; Updike and Strome, 2010)1 . In C elegtms germ 
granules are known as P granules and among their com· 
ponents are se\·eral DEAD box RNA hclkases such as 
GUf· I/·2/-3/4, CGI+I , LAf-1, and VBH·I (Gruidl et al. , 
1996; Hubert and Anderson, 2009; Kuznicki et ai , 2000; 
l'Iavarro et m., 2001; RousseU and Bennett , 1993; Salinas 
et al. , 2OC(7). With the exception or CGH· I , aU these pr0-

teins belong to the Vasa family and are mainly express«! 
in the ~rmline where they contribute significantly to its 
funetkn . vasa was originally round in J)rosoph(/a mela­
IIogaster; which is required lOr the recruitment or se\·eral 
pole plasma components and ror the regulation or 
gurlltm translatkn through its interaction with the elf5B 
translation initiation ract()r Oohnst<ne and ~o, 2()()4). 
Ultimately, these proccsses lead to oogenesis pr0gres­

sion, proper <K.,,·elopment or germ ceUs, and the COITCCI. 
posterior pattemingor the embryo. 

In C elegQ/~, we have shown that VBH·I is important 
lOr oogenesis, embr}u oo-clopmmt, and its silencing 
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Para la colaboración de este trabajo se acopló un microscopio invertido a un sistema 

de microinyección. Posteriormente se sintetizó e inyectó ARN de doble cadena (0.5-1 

ng/µl) en el intestino de animales C. remanei hembra para silenciar el gen vbh-1.  
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The DEAD Box RNA Helicase VBH-l Is a New Player in the 
Stress Response in C. elegans 
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AbstriICt 

For _iII)Nrs" DEAD boo ANII t-.Iic.I ... Va .. (OOX4) I\as ~ used illS ill bona fld.egerrnline mlll'ko!or In diffe_ orga ......... 
C. f /fgonl VBH·1 is I d ..... homolog oft~ V ... prot"" which pIioys an Importan! role In garn~.~ c~ .,.uvival 
a nd embryon ic ~op<TIO'I1t. _ , we """'" thai V81+ 1 pn:>1edS nemMode1 from heat shodc and o >:idaM n ,,,, .. Uoing 
the ge.mline-~~ mutant ~-4"n2) we found thai ill potentiil l somadc ,,~ss ion of ~M-I might bt' important for 
streu IUOVto.aI. Wi' a too , how lh;MllIe VBl+l ,,""'log LAf·, is important fo, st~ s.u rv"'al allhough Ihh protm is ",,1 
le<kJ ndaJ'lll wilh ~ . COUnl~ Further"", ... , we o~~ thallh" mRNAs of m e heat sI'Iodc pro11!'ln s /up _I and ";:'" ,,'" 
downregulated when vbh- I or /of., lII'e ';lenced. Previously. we "'lX"'ted thilt in C f/tgorls. VBH·) was primaril)/ ~,ed In 
P granules of gtfm c,,~, and In lhe cylopl;I!.'" 01 all bla,tomeres. Here we show that duri ng suess. VBH· ! co-localizel with 
CGH·I In !aoge agg~ates in lhe gonad CO "" and 00<}'Ies; "_e<tIer, Vl!H·! aggregates do 1'0:11 CH<!IIap with CGH· l foci In 
f aof>' efn br)<l s under lhe .. ~ cond~ion .. Th~ dilta demonstrate that, In addftlon to the p,e\'bus ty descri bed ",lefo, this 
p<OIIe1n In the genn lin~ VEItH play< an imponant ,ole d~ ing the stress 'esponse In C t/tgoIu through 1M ~enlia l dirK1 
o. Inclrect n!gu ladon 01 <tress ''''PO''''' mRN .... . 

0_ .... .-O.'o'II--<ti ..... (. _"' FIE (>"'<llho DEAII _ ........... ...,..., _ . _ '"_ 'ft '" so .... """_ ~ c.~!'l..s 
0Hf 9151: "":N. cIoI,IO.'l"~_""" "" 
t ....... , OW~"""" ..... _ CNRS UOIR""l • ...-..... 110", • Plow .... ,........: ..... -. 

._ ... _, .. :&IU; .«.". ... Apt''''>C' ''' '_ ..... >C,. 
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_ ... ""OJ! _ •• _100. """,~~""",,,, __ ... _ , .. ...". .. ,_""" _co _.-od. 
-..... lIoI. oooto<t ___ b~ ___ UlREAIIlHSCO .• ...,.T_ (iQl5SO'I and """"l!""" COHIICTT·"UOl ~ and ''''.....a~ 
, ... ....,._""" .. _Io_IoI ..... _"' ....... _ ... , .. I'Iln ....... __ •• atDl' .... ~_d""" ___ ... _DI'_."'O' .. _p._~· ... _and·CONM;~_--..II03.....aI'o_.""._. lho_ .... ""'dolo 
• ....,.-.. ..... _"" and-,.._ .. "... .......... _ ... "', .. __ . 

c--. "'_ lho -. __ 001 "'- ""_"" ....... _ 

°1_:._____ 

Introduct ion 

VIUI·1 • a n>rrnbtr 01 It>< I ..... dy o;n><n.<d WnilyolDt:AD 
bolt RNA htl;,,_ ..... ~ .. ,..."". rYUY ''''P cf R.."IA 
mt:Utbolilm [1] . '1" ...... pn>«i .. """ ATP to ~ the 
0«0I"II1ary """tun: 01 RNA .Dd ri~n (&... .... 1') 
compItxeo 12]. In C "'_ V8 H·I •• grrmIi~richrd pn:>tU> 
imponam i>r rniliry and =>bry<Il;" &v.q,n..nt 13] . Sped"~ 
cal)'. VIIII·I prom<I«Stheopr""~·tuwil£h" C' ...... and 
mi ...... b., be imponant .. """"~. dwTlg ""'8"n .... and undor 
If,..,. 13 ~J . • \,rthtmlOrf:, in the ~laI<d ".rnatode ~ 
-...:. VII II ·1 pani<iral<O in oprrma~~,.... ($] 

~I, ,hi: I>araJos 01 .... 1, • ""'"" OOi'luilously ""~ than 
.... · 1 in c. ~ (6]. Th. prott" pIa)ll a <de in emh<yonic 
d""<1<:""",,,,. and J<@nhcr with VIIH.I, IM ·_I pro""""" 
'1""""""8~"'';' (6]. The cbtco. homoIogo to VIIH_I and I..AI'_1 
in D. ~ a reth" RNA hclic_ V ... aDd IIelle, ,,"4h a~ 
abo """""",'" f.,.. fcniliry in thi. OJ"g"nisrn (3,7- IOJ. Va .. 

I"""""" mi.,.i. c""""""",, oegrqtlati<Il ., It>< grrmIi". of D. 
......... [Il( and i. ""!"i ..... i>r .... bry<mic patt:m"'tt: and 
f.onaI. f..-wI)', ... thi. "",,<in ~ .. ~ <:<1 sp:d".o:ation, 
proIif.""ion, and ...... ",<na""" (7.9,12 ,13] . Although V ... io 
""preoood in the J). ... v...,.... , ... .., thio pr<>t<in..,.,. ..... play a 
role ... ~ .... (13] . v .... hi .... to I""'- and _P!6 
m RN .... in the ,ttml ... of D . ....... M" and prom<I«S pr<>t<in 
,raNlMion through It>< _rui_ of It>< tnndarion initiation 

f~"U!iR ]1+-16]. 

I'I.OSONE]_.~ 

V ... and ill onllolt>r in .,...,.. """" ..... roIlectMty known ... 
OOXf. an: .. i.doly t>Kd ..... rmI ... marv.. .. "'P' ...... fn:>m 
h).dn. to burna .. ]11] . II""""", •. It>< ~ <lDDXf prottiru 
..... rnendy bo<:n dr:Ittood in ooma<ie .......... d! .. b"""", 
~ ]18]._", ...... """"ruin "'. ""'hin (19[, and ___ .""" «. in It>< nan.·"""" ,II ___ /W-aDd I.ltprio~. 

[2I).Z2J . The role oIDI)X4 in _lie ttb is ""')ft <ltar but 
theoe~i .. m .... ' ~"'" mitorio:ul C)O'lep~ion [11.23]. 

IIele is """'" ubiquiloully ""I>t.....:I than V .... and is ~ 
fo< both """'Ie a nd male f~niliry (81. Similar to V .... , 8d. 
.,...,......,.. mitorio: c~ ..... on but .. """';c cd, 
12fJ. Bd. hindo to ,hi: .. dy>m~dt><td ~rirtion fortor 
l.7 4A mRNA alld l'o. itMly ~ ... iu onnobtion (2~]. The 
bunutl hnnoolns oI l1elle. Il llXl, pla)ll a role .. """"'ri8",...., 
~l:uitl.ceD <"l'cle<"1\ItoI .. ~1 or"""", . in"""";c«110 (26-2tl]. 
m:m , thebnoml",ofV IUI ·1 .. ><I ll llX3 in.w.u-p".....m.,. 
and ~ .. _..- ,..." it imoI.-td in lb. rupoo>r to It>< 

deJlI'fun of """,,.n or .. ""~, b~ .. . hDck, and low,~ 
""",mi>l1y through ,he .... >laCtmall <l the C2n<>nical Inn ... ..,., 

.,itiailin fae..,.. d H A in ,he ..nfoldin8 ofmRN .... [29-31]. 
In the pn:o<'~ .. udy, " '. otwn·td tha, ... · , (RX4i) anmalo ~ 
~ .,"';1",< to heat .hock a nd "",dab"" .",., than cnnIJ"tlI 
.."..,..todea, '''@IJ ..... ,.haI Villi_I playo an impoouno role in It>< 

....... reopon" in C ...... u. ... th.e .tnn~~oc"'" mUUOl 
tIf4(h2}. Wt 00.,""'" ,h •• pucati"" _lie ""I'",",ion of "'-1 
mighl bot """""",Ill for ,hio ...... ....ponoe. In addition, ..., 
oboo:rYtd ..... Iktri ......... V8 11-1 aggr-.ga ..... to~ .. It>< 
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Para la colaboración de este trabajo se montó el sistema ´´Mos1-mediated single 

copy insertion (MosSCI)´´ y se generaron los animales transgénicos RN007 (xmSi05 [Pvbh-

1::gfp::vbh-1::vbh-13’utr; Cbr-unc-119(+)] II), RN008 (xmSi05 [Pvbh-1::gfp::vbh-1::vbh-

13’utr; Cbr-unc-119(+)] II) y RN013 (xmSi24 [Ppie-1::gfp::pie-1 3’utr; Cbr-unc-119(+)] 

II).  

Para generar el transgen Pvbh-1::gfp::vbh-1::vbh-13’utr se usó DNA genómico 

como templado y los oligonucleótidos enlistados en la Tabla 8. Los productos de PCR 

fueron purificados a partir de un gel de agarosa con el kit QIAquick Gel Extraction 

(QIAGEN). Los fragmentos purificados se clonaron por recombinación en los vectores 

donadores pDONRP4-P1R y pDONRP2R-P3. Por último, los insertos clonados en los 

vectores pDONR se mezclaron con el plásmido pCM1.53 (GFP) (Addgene plasmid 17250) 

y se recombinaron en tandem en el plásmido destino pCFJ150 (Addgene plasmid 19329). 

 

Tabla 8. Lista de oligonucleótidos utilizados para la construcción de transgenes 

en C. elegans 

NOMBRE SECUENCIA 5´ a 3´ 

 

attB4_vbh-1_FOW 

GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGCAGCTTTTGTG
GTGCGTGACC 

 

attB1r_ vbh-1_REV 

GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTCATTGTAAGAC
TATATCAAACGG 

 

attB2_vbh-1_FOW 

GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGCAATGAACACA
CAATATTATGCGAATCACAACGG 

 

attB3_vbh-1_REV 

GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGGACTATTTGTC
AGGCCACAAGGGC 
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Para generar el transgen Ppie-1::gfp::pie-1 3’utr se mezclaron los plásmidos 

pCM1.127 (promotor pie-1) (Addgene plasmid 21384), pCM1.53 (GFP) y pCM5.47 (pie-1 

3’utr) (Addgene plasmid 17254). Los tres fragmentos se recombinaron en tandem en el 

plásmido destino pCFJ150. Todos los plásmidos se confirmaron por patrón de restricción y 

secuenciación. 

Los animales transgénicos Pvbh-1::gfp::vbh-1::vbh-13’utr se generaron al 

microinyectar en la gónada de animales adultos de la cepa EG6699 [ttTi5605 II; unc-

119(ed3) III; oxEx1578] una mezcla que contiene los siguientes plásmidos: pCFJ601 (Peft-

3::Mos1 transposase, 10 ng/µl), el marcador de selección negativa pMA122 (Phsp-

16.1::peel-1, 10 ng/µl), los plásmidos de coinyección pCFJ104 (Pmyo-3::mCherry, 10 

ng/µl), pGH8 (Prab-3::mCherry, 10 ng/µl), pCFJ90 (Pmyo-2::mCherry, 2 ng/µl) y el 

plásmidos templado pCFJ150 con el trangen Pvbh-1::gfp::vbh-1::vbh-13’utr (10 ng/µl).  

Los animales transgénicos Ppie-1::gfp::pie-1 se generaron al microinyectar en la 

gónada de animales adultos de la cepa EG6699 [ttTi5605 II; unc-119(ed3) III; oxEx1578] 

con una mezcla que contiene los siguientes plásmidos: pCFJ601 (50 ng/µl), el marcador de 

selección negativa pMA122 (10 ng/µl), los plásmidos de coinyección pCFJ104 (5 ng/µl), 

pGH8 (10 ng/µl), pCFJ90 (2.5 ng/µl) y el plásmidos templado pCFJ150 con el trangen 

Ppie-1::gfp::pie-1 (20 ng/µl).  

Los animales inyectados se crecieron a 24°C por varios días y los animales con 

fenotipo unc-119 (+) se sometieron a un choque de calor a 34°C por 2 h. Los animales que 

sobrevivieron al choque de calor se movieron a cajas de NGM con bacteria y su progenie se 

analizó bajo el microscopio de epifluorescencia. Los animales que expresaban la señal 

fluorescente de la GFP pero no expresaban la señal fluorescente de la mCherry fueron 

seleccionados. 
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Para la colaboración de este trabajo se generó la cepa transgénica RN015 (xmSi01 

[Pmex-5::tomm-20::mcherry::tbb-2 3utr; Cb-unc-119 (+)] II). Para generar este 

transgénico se usó DNA genómico como templado y los oligonucleótidos en la Tabla 9. 

Las primeras 225 pb del gen tomm-20 fueron amplificadas con los oligonucleótidos 

attB1_tomm-20_FOW y tomm20_mcherryLINK_rev. La secuencia de la mCherry fue 

amplificada del plásmido pGH8 (Addgene plasmid 19359) con los ‘primers’ tomm-

20_mcherryLINK_fow y attB2r_mcherry_REV. Los productos de PCR fueron purificados 

a partir de un gel de agarosa y fusionados en una reacción de PCR stitching con los 

oligonucleótidos attB1_tomm-20_FOW y attB2r_mcherry_REV. El fragmento de PCR 

fusionado fue purificado a partir de un gel de agarosa y clonado por recombinación en el 

vector donador pDONR221. 

Tabla 9. Lista de oligonucleótidos utilizados para la construcción de transgenes 

en C. elegans 

NOMBRE SECUENCIA 5´ a 3´ 

attB1_tomm-20_FOW GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAAAAATG
TCGGACACAATTCTTG 

tomm20_mcherryLINK_

rev 

TTCTTCACCCTTTGAGACCATTCCAGCCTGGGCACG 

tomm-

20_mcherryLINK_fow 

AGAGACGTGCCCAGGCTGGAATGGTCTCAAAGGGTGA
AGAAG 

attB2r_mcherry_REV GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTTATAC
AATTCATCCATGCCACC 

 

Para generar el transgen Pmex-5::tomm-20::mcherry::tbb-2 se mezclaron los 

plásmidos pCFJ183 (promotor mex-5), pDONR221 (tomm-20::mcherry) y pCm1.36 (tbb-2 

3'UTR, Addgene plasmid 19359) (Merritt et al. 2008) . Los tres fragmentos se 
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recombinaron en tandem en el plásmido destino pCFJ150. Todos los plásmidos se 

confirmaron por patrón de restricción y secuenciación. 

Los animales transgénicos Pmex-5::tomm-20::mcherry::tbb-2 se generaron al 

microinyectar en la gónada de animales adultos de la cepa EG6699 [ttTi5605 II; unc-

119(ed3) III; oxEx1578] una mezcla que contiene los siguientes plásmidos: pCFJ601 (Peft-

3::Mos1 transposase, 10 ng/µl), el marcador de selección negativa pMA122 (Phsp-

16.1::peel-1, 10 ng/µl), los plásmidos de coinyección pCFJ104 (Pmyo-3::mCherry, 2 

ng/µl), pGH8 (Prab-3::mCherry, 10 ng/µl), pCFJ90 (Pmyo-2::mCherry, 2 ng/µl) y el 

plásmidos templado pCFJ150 con el trangen Pmex-5::tomm-20::mcherry::tbb-2 3’utr (10 

ng/µl).  

Los animales inyectados se crecieron a 24°C por varios días y los animales con 

fenotipo unc-119 (+) se sometieron a un choque de calor a 34°C por 2 h. Los animales que 

sobrevivieron al choque de calor se movieron a cajas de NGM con bacteria y su progenie se 

analizó bajo el microscopio de epifluorescencia. Los animales que expresaban la señal 

fluorescente de la GFP pero no expresaban la señal fluorescente de la mCherry fueron 

seleccionados. 
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12. ANEXO 

12.1. Soluciones y medios utilizados 

12.1.1. Nematode Growth Medium (NGM) 

Reactivo Concentración final 
NaCl 2 g/l 

Bactotriptona 4 g/l 
KH2PO4 3 g/l 

K2HPO4 0.5 g/l 
Colesterol 8 mg/l 

Agar 20 g/l 
 

12.1.2. Amortiguador M9 1X 

Reactivo Concentración final 
Na2HPO4 42 mM 

KH2PO4 22 mM 
NaCl 86 mM 

MgSO4 1 mM 
 

12.1.3. PBS 1X 

Reactivo Concentración final 
Na2HPO4 10.1 mM 
K2HPO4 1.8 mM 

NaCl 137 Mm 
KCl 2.7 mM 
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12.1.4. Solución de fijado para gónadas disecadas 

Reactivo Concentración final 
PBS 1X 

Formaldehido 3.7% (w/v) 
HEPES 80 Mm 
MgSO4 1.6 mM 
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