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This gene was interrupted with the mEGFP
sequence employing genetic constructs with
different recombination length. Using this
strategy, after four weeks of selection,
approximately 95% of the transgenic
epimastigote population lost the expression
of the mCherry protein. Cloned cell lines
analysis by PCR followed by DNA sequencing
indicated that the constructs had accurately
integrated into the mCherry locus. Moreover,
we were able to detect mEGFP protein
expression by Western blot and flow
cytometry analysis. In contrast to much more
complex approaches, the strategies presented
herein only require elemental and broadly
available molecular biology techniques and
constitute a cost and time-efficient alternative
for the endogenous labeling of genes in T.
cruzi.

BMC-075

Rol de TcAUK1l y la metilacion
diferencial de H3K76 en Ila
progresion del ciclo celular de
Trypanosoma cruzi
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T. cruzi es el agente etiolégico de Ia
enfermedad de Chagas y tiene un ciclo de vida
complejo. Los epimastigotes son la forma
replicativa en el vector, los tripomastigotes
son la forma infectiva no replicativa y los
amastigotes son la etapa intracelular
replicativa. La progresion adecuada del ciclo
de vida estd intimamente ligada al ciclo
celular y requiere multiples factores para
lograr una regulacion fina. La epigenética esta
implicada en dicho proceso dado que la
metilacion diferencial (mono, di o tri
metilacion) de la lisina 76 de la histona 3
(H3K76) cambia a lo largo del ciclo celular.
H3K76 es blanco de las metiltransferasas
TcDotla y TcDotlb. La eliminacién de
TcDOT1b detiene el ciclo celular en G2/M.
Ademas, la sobreexpresion de Aurora quinasa

ISSN 2953-5751

1 (TcAUK1) afecta la misma etapa del ciclo
celular. Sin embargo, se desconocen los
mecanismos moleculares implicados en
ambos casos o si existe una regulacidn
cruzada de ambas vias.

Uno de los principales problemas para
abordar este estudio, es que los parasitos
transgénicos para TcAUK1 o las TcDOT1 han
sido dificiles de obtener o mantener. En este
trabajo se logrd usar citometria de flujo para
realizar andlisis cuantitativos utilizando pocos
pardsitos y bajas cantidades de anticuerpos.
La puesta a punto de esta técnica se realizd
haciendo la comparacion de las metilaciones
diferenciales de H3K76 en cuatro cepas de T.
cruzi: DM28c, CL Brener, K98 y Tulahuen. Se
corrobord que la proporcidon de metilaciones
de este residuo coinciden con las reportadas
con otras técnicas en trabajos previos.
Ademads, al analizar la progresion del ciclo
celular pudimos observar que en cultivos
sincronizados de epimastigotes de la cepa CL
Brener los niveles TcAUK1 varian a lo largo del
mismo presentando un maximo en G2/M. Por
otra parte, contamos con una cepa de CL
Brener que sobreexpresa TcAUK1, en la cual
planeamos estudiar la metilacion diferencial
de H3K76 a lo largo del ciclo celular.
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Trypanosoma cruzi es un parasito protozoario
que causa la enfermedad de Chagas, una
enfermedad tropical desatendida que afecta a
millones de personas y prospera en entornos
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