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INTRODUCCION

bHLH-PAS family como reguladores del desarrollo

La familia de proteinas bHLH-PAS comprende una clase de reguladores
transcripcionales que participan en una amplia variedad de procesos biologicos,
involucrados en desarrollo embrionario, neurogénesis y formacion de estructuras
ramificadas como traqueas y conductos salivales, asi como también en
mecanismos fisioldgicos como receptores de hormonas, respuesta a hipoxia y
ritmo circadiano (Crews, 1998). En dichos procesos, estas proteinas, se
desempeifian principalmente como sensores del estado fisiologico interno del
organismo, asi como también de sefiales de su entorno. La ausencia o defectos
en la mayoria de las proteinas bHLH-PAS estan ligadas a una amplia variedad
de enfermedades humanas, desde diversos desérdenes metabdlicos y

psiquiatricos hasta cancer (Li et al., 2015; Michaelson et al., 2017).

A nivel estructural, las proteinas bHLH-PAS contienen tres dominios bien
definidos: un dominio hélice-bucle-hélice basica (bHLH), un dominio PAS y una
region variable en el extremo c-terminal que representa un dominio de
transrepresion (TRD) (Wu & Rastinejad, 2017). El dominio PAS recibe su nombre
gracias a las primeras tres proteinas identificadas con este motivo: Period de
Drosophila (Per), Aromatic hydrocarbon nuclear translocator (Arnt) de mamiferos
y single-minded (sim) de Drosophila (Nambu et al.,, 1991). Dicho dominio,
presente en la familia bHLH-PAS, posee una longitud entre 260 y 310
aminoacidos y esta claramente subdividido en 2 regiones bien conservadas,
PAS-A y PAS-B, separadas por una region con baja conservacion a nivel de
secuencia. Estas regiones de baja conservacion entre los miembros de la familia,
podrian estar relacionadas con la diversidad de procesos en los que participan
las proteinas bHLH-PAS. Por otro lado, la region basic del motivo bHLH es el
sitio de union a ADN, mientras que la region HLH promueve la dimerizacion de

las proteinas junto con el dominio PAS (Crews, 1998; Wu & Rastinejad, 2017).

Normalmente estas proteinas forman heterodimeros funcionales con otros
miembros de la familia y asi adquieren su capacidad de unirse con alta afinidad

a elementos del ADN para la regulacion de genes diana (Crews & Fan, 1999; Wu
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& Rastinejad, 2017). De esta forma, una de las proteinas del heterodimero se
expresaconstitutivamente, mientras que la otra tiene expresion o funcién variable
temporal-espacialmente, o depende de la presencia de inductores (Crews,
1998). Los principales miembros de esta familia se pueden agrupar en hypoxia-
inducible factors (HIFs), aryl hydrocarbon receptors (Ahr), aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator (Arnt), neuronal PAS proteins (Npas), Single-
minded (Sim) y reguladores del ritmo circadiano (CLOCK). Todas estas proteinas
son reconocidas por participar en una amplia variedad de procesos fisiologicos
y del desarrollo, funcionando como reguladores transcripcionales en forma
dimerizada, y por estar altamente conservadas desde insectos a vertebrados
(Wu & Rastinejad, 2017).

Miembros de bHLH-PAS family
Single-minded

El gen single-minded en Drosophila melanogaster (Dm-sim) es un factor de
transcripcion que controla la transcripcion y el desarrollo de la linea media del
sistema nervioso central (SNC) (Nambu et al., 1991; Thomas et al., 1988). En
mamiferos, su ortélogo single-minded homolog 1 (siml) esta involucrado en la
diferenciacion de linajes celulares especificos del hipotalamo, denominados
ndcleos paraventriculares (PVN), nlcleos paraventriculares anteriores (aPV) y
nucleos supradpticos (SON) (Crews & Fan, 1999; Michaud et al., 1998). Durante
la embriogénesis de Drosophila, sim comienza a expresarse en el estadio de
blastodermo en una region denominada mesoectodemo, ubicada entre el
mesodermo presuntivo y el neuroectodermo lateral. Alli Sim forma
heterodimeros con Tango (Tgo) y activa la transcripcion de numerosos genes
target, a través de su union a sitios CNS midline enhancer (CME) que contienen
una secuencia nucleo ACGTG repetida en multiples copias (Crews, 1998). En
los embriones mutantes para Dm-sim, las células mesoectodérmicas no originan
células precursoras de la linea media del SNC (Nambu et al., 1990) sino que
adoptan caracteristicas del neuroectodermo lateral (Crews, 1998; Xiao et al.,
1996), de esta forma los embriones mutantes para este gen se caracterizan por

la ausencia de dicha linea media. Por otra parte, en mamiferos, los ratones



mutantes siml” no terminan de diferenciar completamente los linajes
correspondientes a PVN, aPV y SON del hipotalamo murino (Michaud et al.,
1998). En conclusion, siml/sim es un regulador transcripcional linaje-especifico
de gran importancia en la neurogénesis embrionaria y su funcion ha sido

conservada en gran parte a lo largo de la evolucion.

Neuronal PAS Domain - Trachealess

Las proteinas Neuronal PAS Domain (Npas) de mamiferos son importantes
reguladores transcripcionales bHLH-PAS con funciones variables. Npasl y
Npas4 estan involucrados principalmente en la correcta actividad neuronal en
humanos, por ende la ausencia o falla de alguno de estos genes lleva
normalmente al desarrollo de enfermedades psiquiatricas y pérdida de memoria
(Fahim et al., 2018; Michaelson et al., 2017; Sun et al., 2017). Por otro lado,
Npas3 ha sido identificado como homologo del gen trachealess (trh) de D.
melanosgaster no solo debido a la alta similitud a nivel estructural, sino que
también los mutantes Npas3” son los Unicos ort6logos de trh que presentan
defectos en el desarrollo de estructuras ramificadas, como es el caso del pulmén
(Zhou et al., 2009). trh codifica un factor de transcripcion clave para la formacion
del sistema traqueal, conductos salivales y el filzkérper en el embrion de
Drosophila. Al comienzo de la embriogénesis, se expresa especificamente en las
células de las placodas traqueales y salivales; avanzado el desarrollo, se
observa expresion en todas las células traqueales y en los conductos salivales
hasta alcanzar el estado larval inclusive (Wilk et al., 1996). La proteina que
codifica el gen trh forma heterodimeros con Tgo y se une a sitios CME en sus
genes diana, de igual manera que Sim. En mutantes trh, las células que
normalmente forman dichos tubulos fallan en la invaginacion y permanecen
agrupadas en su sitio de origen (Isaac & Andrew, 1996). Mas alla de que ambos
genes, trh y sim, forman heterodimeros con tgo y muestran gran similitud de
secuencia, requieren factores adicionales para poder regular la transcripcion de
genes especificos en cada linaje celular a lo largo del desarrollo embrionario de
la mosca de la fruta, lo cual hace que tengan funciones completamente diferentes

durante el proceso de diferenciacion celular y morfogénesis (Crews, 1998).



Hypoxia-inducible factor-a - Similar

El hypoxia-inducible factor (HIF) juega un rol crucial en el mantenimiento
de la homeostasis de oxigeno; posee la capacidad de responder frente a hipoxia
induciendo procesos fisioloégicos y morfogénicos que revierten el estrés, entre
ellos angiogénesis, eritropoyesis, vasodilatacion, glicolisis, metabolismos
anaerobicos y supervivencia celular (Pugh & Ratcliffe, 2003; Schipani et al.,
2001). Este factor esta conformado por dos miembros de la familia bHLH-PAS,
una subunidad a correspondiente a HIF-a en mamiferos y su ortélogo Similar
(sima) en D. melanogaster (Bacon et al., 1998; Lavista-Llanos et al., 2002), y una
subunidad (B constitutiva también conocida como HIF-B en mamiferos o su
ortélogo en D. melanogaster Tango (Tgo) respectivamente (Centanin et al.,
2008). Este dimero estable posee un sitio de unién hypoxia response element
(HRE) en sus genes diana que, curiosamente, contienen una secuencia nucleo
idéntica al sitio CME para los heterodimeros Sim::Tgo y Trh::Tgo (Crews, 1998).
Sima posee una regulacibn post-traduccional oxigeno-dependiente: en
condiciones de normoxia sufre hidroxilacion en el dominio oxygen-dependent
degradation domain (ODDD) por una enzima prolyl hydroxylase llamada Fatiga
(Fga), y luego es rapidamente degradada mediante la accién del complejo
ubiquitin ligasa y el proteosoma (Arquier et al., 2006; Irisarri et al., 2009). Bajo
condiciones de hipoxia no se produce la degradaciéon de Sima, asi se acumula
en el nucleo y de esta forma activa la transcripcion de diversos genes (Arquier et
al., 2006; Irisarri et al., 2009; Lavista-Llanos et al., 2002). Uno de ellos es
branchless (bnl) que induce la formacion de las ramificaciones traqueales
terminales (Ghabrial et al., 2003). En D. melanogaster, las larvas mutantes para
sima desarrollan menor nimero de ramificaciones traqueales bajo condiciones
de hipoxia, en comparacion con larvas wild-type (wt). Sin embargo, cuando
dichas larvas crecen en condiciones de normoxia presentan un sistema traqueal
invariable, indicando que el desarrollo normal de las ramificaciones terminales
se da por un mecanismo independiente de Sima. Esta es una diferencia
remarcable entre la tragueogénesis de Drosophila y el desarrollo del sistema
vascular en mamiferos, en donde HIF-a juega un rol esencial durante el proceso
de angiogénesis independientemente de las concentraciones de oxigeno del
medio (Centanin et al., 2008).



Aryl hydrocarbon receptors - Spineless

El gen aryl hydrocarbon receptors (ahr) en mamiferos codifica para una
proteina con motivos bHLH-PAS que controla la respuesta fisiologica al
metabolismo de toxinas. Actla como receptor citoplasmatico de hidrocarburos
aromaticos y, luego de unirse a su ligando, Ahr se transloca al nacleo donde
forma heterodimeros con Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (Arnt).
Este complejo se une a sitios Xenobiotic Response Elements (XRE) de sus
genes diana para activar su transcripcion (Rowlands & Gustafsson, 1997).
Aungue Ahr funciona principalmente en un rol netamente fisioldgico, ratones
knockout mostraron severos defectos en el crecimiento y desarrollo hepatico
(Schmidt et al., 1996). El homélogo de ahr en D. melanogaster es el gen
spineless (ss), cuya proteina forma heterodimeros con Tgo y actla en el
desarrollo de las antenas y el tarso de los apéndices toraxicos (porcién distal de
las patas). Los mutantes ss son viables y los insectos adultos muestran un
fenotipo caracterizado por la transformacion de la parte distal de las antenas en
pata, reduccion del tamafio de las cerdas sensoriales y ausencia del tarso en los
apéndices toraxicos (Duncan et al., 1998). Si bien ahr y ss poseen funciones
diferentes, ambos participan en procesos quimiosensitivos: Ahr en vertebrados
es un sensor de toxinas, mientras que ss en Drosophila controla el desarrollo de
la antena, un érgano capaz de detectar estimulos quimicos en el ambiente
(Crews & Fan, 1999; Hahn et al., 1994).

Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator - Tango

Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (Arnt) fue inicialmente
identificada como parte del complejo aryl hydrocarbon receptor complex (AHRC)
en vertebrados (Hankinson, 1995). Presenta una estructura altamente
conservada, siendo el gen tango (tgo) su ortdlogo en D. melanogaster
(Sonnenfeld et al., 1997). Ademas de asociarse con Ahr, la proteina Arnt/Tgo es
capaz de formar heterodimeros funcionales con otras proteinas bHLH-PAS,
como Sim1/Sim, Npas/Trh y HIF-a/Sima (Crews, 1998; Sonnenfeld et al., 1997).
Tanto Arnt como Tgo se localizan en el ndcleo o en el citoplasma dependiendo
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del tipo celular y el momento del desarrollo que se considere. En D.
melanogaster, durante el estadio de blastodermo embrionario Tgo esta
distribuido uniformemente en el citoplasma de las células y, a medida que
transcurre la embriogénesis, se localiza mayormente en los nucleos de las
células precursoras traqueales y del SNC, debido a su dimerizacion con las
proteinas Sim y Trh (Sonnenfeld et al., 1997). Es por ello que los embriones
mutantes tgo en Drosophila exhiben defectos tanto en la linea media del SNC

como en el desarrollo del sistema traqueal (Sonnenfeld et al., 1997).

Traqueogénesis y Angiogénesis

Estructuras tubulares ramificadas son encontradas en muchos animales,
desde invertebrados a mamiferos, y su funcién es de vital importancia, ya que
normalmente se encargan de transportar gases y liquidos a través del cuerpo.
Los artrépodos terrestres contienen un sistema traqueal formado por una red de
tubos epiteliales (traqueas) capaz de intercambiar gases por difusion pasiva con
los tejidos corporales (Kuhnlein & Schuh, 1996). Este sistema esta conformado
por un conjunto de ramificaciones traqueales que disminuyen su diametro
progresivamente, desde troncos principales hasta finas ramas terminales
(traqueolas) en contacto directo con las células. Ademas cuenta con orificios
superficiales denominados espiraculos por donde se produce el intercambio
gaseoso con el exterior (Schottenfeld et al., 2010). Por otro lado, en vertebrados,
el transporte de gases a los diferentes tejidos se produce a través del sistema
circulatorio. Tanto el desarrollo del sistema traqueal en artropodos como la
formacion de vasos sanguineos en vertebrados (angiogénesis) ocurren por
mecanismos genéticos-moleculares altamente conservados evolutivamente. La
angiogénesis esta involucrada tanto en procesos fisiolégicos como patolégicos,
entre los cuales podemos mencionar la formacion de la placenta, el crecimiento
del endometrio y la angiogénesis de tumores (Adelman et al., 2000; Carmeliet,
2003).

En Drosophila, la traqueogénesis se inicia por la aparicion de diez placodas
traqueales formadas por células ectodérmicas precursoras, localizadas en la

parte lateral de cada segmento del embridon. Las placodas traqueales se



invaginan en el mesodermo subyacente para formar sacos traqueales (Figura 1
A). A partir de ellos surgen seis brotes, creciendo en diferentes direcciones y con
longitudes caracteristicas, que daran lugar a las ramificaciones primarias (Figura
1 B). De las trdqueas principales emergen ramificaciones secundarias mediante
el proceso de elongacion e intercalacion (Figura 1 E), teniendo ambos un patrén
de ramificacion estereotipado y controlado por una red génica jerarquica, donde
el gen trachealess actia como regulador maestro (Kuhnlein & Schuh, 1996).
Algunas ramas no contindan ramificandose si no que crecen hacia traqueas de
hemisegmentos vecinos, a los cuales se fusionan para interconectar la red
traqueal (Kuhnlein & Schuh, 1996; Rao et al., 2015). Al final del proceso, se
forman las ramificaciones terminales (traqueolas) por extension citoplasmatica
de la célula traqueal terminal (Figura 1 F). Su patron de ramificacion, en
contraste, es altamente variable y esta regulado segun las necesidades de
oxigeno en los tejidos blanco (Ghabrial et al., 2003; Samakovlis et al., 1996). El
factor de transcripcion Hypoxia inducible factor-a (HIF-a), Sima en D.
melanogaster, se acumula en la células con bajos niveles de oxigeno y estimula
la expresién del gen branchless (bnl), el cual actia como quimioatrayente de las
células traqueales que expresan breathless (btl), activando de esta forma la
tragqueogénesis en los tejidos carentes de oxigeno (Ghabrial et al., 2003). Cabe
destacar que HIF-a es también un regulador transcripcional clave en la
angiogénesis frente a hipoxia (Pugh & Ratcliffe, 2003), sumando evidencia a la
alta homologia que existe entre la traqueogénesis en artropodos y la

angiogénesis en vertebrados.
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Figura 1. Desarrollo traqueal embrionario en D. melanogaster. (A-D) Visualizado por inmunotincién del
lumen traqueal con anticuerpos que reconocen lumen de traqueas TL-1 y (E-F) usando anticuerpos que
reconocen lumen de trdqueas mAb2A12. Anterior izquierda, dorsal arriba; vista lateral. Se indica el estadio
del embridn (St), asi como el primer (Trl) y el décimo (Tr10) hemisegmento traqueal. El corchete sefiala la
posicion del quinto hemisegmento traqueal (Tr5). (A) La tragueogénesis inicia mediante la aparicion de diez
placodas traqueales, que luego forman sacos alargados. (B) Seis brotes principales surgen de cada saco
traqueal, (C) los cuales se contintian elongando (D) para posteriormente fusionarse y formar el tronco dorsal
y lateral. (E) A partir las ramas primarias se originan las secundarias. (F) Las primeras ramificaciones
terminales aparecen luego como continuacion de las tragueas secundarias. (Imagenes extraidas de
Samakovlis et al., 1996).

Rhodnius prolixus como modelo de estudio

Rhodnius prolixus es un hemiptero hematoéfago nativo del norte de
Sudamérica y pertenece a la familia Reduviidae, dentro de la cual los géneros
Rhodnius, Panstrongylus y Triatoma representan los mas importantes vectores
de la enfermedad de Chagas en el continente Americano (Coura & Borges-
pereira, 2012). En Argentina, esta enfermedad es transmitida por la vinchuca
Triatoma infestans y se estima que existen aproximadamente 1.500.000
personas que padecen la enfermedad (Vazquez-Prokopec et al., 2012).

En la mayoria de los insectos, la embriogénesis comienza con una serie de
divisiones nucleares que dan lugar a un sincicio. Las divisiones iniciales ocurren
en la region central del huevo y luego los nucleos migran hacia la superficie. Una
vez culminada esta etapa, se produce la celularizacion dando lugar al estadio de
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blastodermo celular, el cual consiste en una monocapa de células superficiales
que rodean al vitelo del huevo. Luego, una parte de estas células se diferencia
para formar el rudimento embrionario o banda germinal, y las células restantes
pasaran a formar las membranas extraembrionarias. Pasado el estado de
blastodermo, pueden desarrollarse distintos mecanismos que difieren
especialmente respecto a cuando y como se produce la segmentacion de la
banda germinal (Esponda-Behrens, 2013).

Existen distintos tipos de desarrollo de la banda germinal: corta, intermedia
y larga. En los insectos de banda germinal corta, como es el caso de R. prolixus,
sélo los segmentos corporales anteriores se especifican durante el estadio de
blastodermo, mientras que los segmentos posteriores aparecen mas tarde en el
desarrollo, de forma secuencial y progresiva a partir de una zona de crecimiento
posterior (Figura 2 A). En los insectos de banda germinal larga, todos los
segmentos son especificados de manera temprana y simultanea en el estadio de
blastodermo, y ocupan espacios proporcionalmente similares a los de la futura
larva (Figura 2 B) (Pagola, 2012).

Acron
i Acron
= ", Lébulo cefélico g
Protocephalon /- Segmento antenal ;
I~ Segmento intercalar / 3\
. 4 Cabeza
i 1 Zona de crecimiento f 6|
Protocormo i f |
'~ Telson 1| orax
2]
3
1
2
3l
\ 4
Vitdlo [ 5 /Abdomen
6
7
8,
9
10
11/
A B * Telson

Figura 2. Desarrollo embrionario de banda germinal en insectos. (A) Banda germinal corta donde se
encuentran especificados los primeros segmentos de la cabeza, la zona de crecimiento, acron y telson. (B)
Banda germinal larga donde desde un principio se especifican todos los segmentos del cuerpo con las
proporciones que posteriormente presentara la larva. (Figura extraida de Pagola, 2012).
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Rhodnius prolixus tiene un ciclo de vida méas corto que T. infestans, siendo
de 3 y 6 meses respectivamente, convirtiéndolo en un modelo biolégico de
estudio mas flexible y practico para el trabajo en laboratorio. Ademas, al no pasar
por un estado pupal se puede observar la formacion de estructuras corporales
en las larvas semejantes a las que estaran presentes en el adulto. En D.
melanogaster, es imposible realizar este tipo de estudios directos, ya que el
adulto se reconstruye a partir de unas pocas células provenientes de los discos
imaginales larvales (Esponda-Behrens, 2013).

Actualmente R. prolixus cuenta con su genoma completamente

secuenciado (www.vectorbase.org) (Mesquita et al., 2015), lo cual representa

una gran fuente de informacién e importante herramienta para llevar a cabo
estudios genéticos-gendmicos en triatominos. Ademas de su importancia como
vector de Chagas, R. prolixus representa un modelo clasico para el estudio de la
fisiologia de insectos, resurgiendo recientemente como modelo de estudio en
biologia del desarrollo (Lavore et al., 2012; 2014) y mas precisamente en el

estudio del desarrollo del sistema traqueal de insectos (Lavore et al., 2015).

Como se menciond anteriormente, hoy en dia, una gran cantidad de genes
fueron identificados y asignados a una determinada funcién durante el desarrollo
traqueal en D. melanogaster (Ghabrial et al., 2003), pero este no fue el modelo
pionero para este tipo de estudios por su metamorfosis completa y por su
dificultad en la experimentacién embrioldgica clasica o en fisiologia. Los primeros
estudios del sistema traqueal de insectos fueron realizados por Wigglesworth y
Lock (Wigglesworth, 1954; Locke, 1958). Wigglesworth llevd a cabo una
exquisita caracterizacion del sistema traqueal en R. prolixus, en donde por un
lado mostro que, a diferencia de la mayoria de los insectos (en los cuales entre
los periodos intermudas se regenera completamente el sistema traqueal), la
expansion del sistema traqueal se produce a partir de puntos de crecimiento en
los extremos de la traqueolas ya existentes en la larva, y por otro lado descubrid
la gran plasticidad que este sistema tiene frente a hipoxia. Puntualmente, fueron
experimentos muy sencillos: si una rama del sistema traqueal era extirpada
quirdrgicamente, la falta de oxigeno en los tejidos carentes de trAqueas era
compensada con la migracion de traqueas desde los segmentos mas cercanos.

Posteriormente, se observO que esta respuesta de traqueogénesis frente a
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hipoxia es conservada entre R. prolixus y las larvas de D. melanogaster. Aunque
estos procesos fueron descriptos con un alto grado de detalle para D.
melanogaster (un insecto holometabolo en el cual el sistema traqueal es
dramaticamente remodelado durante la metamorfosis) nada se conoce acerca
de los eventos moleculares que regulan el desarrollo traqueal en otros insectos,

en particular en hemimetabolos, como es el caso de R. prolixus.

Estudios filogenéticos de la familia de proteinas bHLH-PAS fueron llevados
a cabo, detalladamente, en unos pocos organismos modelos, principalmente D.
melanogaster y Mus musculus. Es por ello que utilizar otros modelos, como en
este caso R. prolixus, es sumamente interesante para incorporar informacién
estructural-funcional de las proteinas bHLH-PAS y de esta manera ampliar la
mirada evolutiva. Con este fin llevamos a cabo un analisis gendmico de 4
miembros de la familia bHLH-PAS en R. prolixus, focalizandonos en la funcién
de sima como gen con potencial para sensar las concentraciones de oxigeno

celulares y desencadenar mecanismos traqueogénicos.
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HIPOTESIS

Las proteinas bHLH-PAS se encuentran conservadas estructuralmente en
insectos. El gen similar participa en la traqueogénesis y la remodelacion traqueal

en Rhodnius prolixus.

OBJETIVOS

Objetivos generales

Caracterizar los genes single-minded, similar, spineless y tango en R.
prolixus a través de herramientas bioinforméticas. Examinar la funcion de similar

en estadios ninfales avanzados y en el desarrollo embrionario de R. prolixus.

Objetivos especificos

eldentificar y anotar in silico los genes pertenecientes a la familia
bHLH-PAS en R. prolixus.

eCaracterizar la funcion del gen similar en la remodelacién del
sistema traqueal de adultos previamente interferidos en un estadio ninfal.

eExaminar el rol de similar en la traqueogénesis durante el desarrollo

embrionario de R. prolixus.
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MATERIALES Y METODOS

Colonia de Rhodnius prolixus

Los ejemplares de R. prolixus, se obtuvieron a partir de la colonia
establecida en el Centro de Bioinvestigaciones-UNNOBA. La misma se mantiene
en estufa a 28°C en incubadora SEMEDIC I-501PFH, con una humedad relativa
del 70% y un fotoperiodo de 12 horas luz/oscuridad, condiciones necesarias para
gue la embriogénesis se complete en 14+1 dias (Pagola, 2012) y el ciclo de vida
se desarrolle en 3 meses. Los insectos se encuentran separados por estadios
ninfales en frascos plasticos, cubiertos con una malla de nylon que facilita el
intercambio de aire y la alimentacién. En su interior se colocan tiras de papel
plegadas que simulan el ambiente natural de esta especie (pequefios recovecos
en cortezas de arboles o construcciones) y facilita la recoleccion de los huevos.
La alimentacion se realiza una vez cada 15 dias mediante la ingesta de sangre

ad libitum utilizando aves de corral (gallinas).

Analisis bioinformatico

A partir de secuencias de aminoacidos de los genes single-minded
(NP_524340.2), similar (NP_524584.2), spineless (NP_476748.1) y tango
(NP_731308.1) de D. melanogaster, extraidos de la base de datos GenBank

(https://www.nchi.nlm.nih.gov/genbank/), se buscaron dichas secuencias

ortélogas en R. prolixus. Para ello se realizé6 una busqueda de similitud de
secuencia usando BLASTx como motor de busqueda, un e-value de 0.0001 de
umbral de probabilidad y en el genoma de R. prolixus disponible en la base de

datos VectorBase (https://www.vectorbase.orq/).

Los modelos de transcriptos disponibles para cada gen en R. prolixus se
corrigieron manualmente utilizando el programa Artemis

(https://www.sanger.ac.uk/science/tools/artemis) y, en el caso de que no hayan

sido previamente identificados, se procedi6 a su anotacion manual mediante el
programa antes mencionado, en base a la secuencia de su ortélogo en D.

melanogaster.
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Se realizaron alineamientos multiples de las secuencias de R. prolixus
identificadas junto con ort6logos de los genes analizados de diversas especies
mediante el algoritmo Clustal Omega (http://www.clustal.org/omega/), utilizando
los perfiles HMM Helix-loop-helix DNA-binding domain (PF00010), PAS fold
(PF00989), Single-minded protein C-terminus (PF06621) y Hypoxia-inducible
factor-1 (PF11413) obtenidos de Pfam (https://pfam.xfam.org/) para guiar el

alineamiento. Los alineamientos se visualizaron y analizaron utilizando el

paquete de programas Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).
Estos alineamientos fueron utilizados para construir arboles filogenéticos por

inferencia Bayesiana utilizando el programa BEAST (http://www.beast2.org/).

Los parametros utilizados para el andlisis fueron Substitution Model: Blosum62,
Site Heterogeneity Model: Gamma, Number of Gamma Categories: 4, Tree Prior:
Speciation:Yule Process, Length of chain: 200000. Los &rboles generados fueron
visualizados posteriormente con FigTree v1.4.0

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Amplificacion por Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la validacion funcional del gen sima se aplicé la técnica de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR, del inglés Polymerase chain reaction). Para
ello se utilizaron primers forward (Fw) y reverse (Rv) disefiados en nuestro
laboratorio, los cuales cuentan en su extremo 5’ parte del promotor del fago T7,
para llevar a cabo posteriormente la transcripcion in vitro. Dichos primers Fw y

Rv presentan una longitud de 20 pares de bases y Tm de 60 °C y 59.2 °C,

respectivamente.
SimaFw TAGAGACCCCGCTTGGATCA
SimaFwT7 CGACTCACTATAGGGTAGAGACCCCGCTTGGATCA
SimaRv TCAGCAGTTCTGGGACCAAA
SimaRvT7 CGACTCACTATAGGGTCAGCAGTTCTGGGACCAAA

Utilizando como molde ADNCc, se llevo a cabo la amplificacion de Rp-sima

con la siguiente mezcla de reaccion: Buffer de reaccion 10x, MgCI2 25 mM,
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dNTPs 10 uM (INBIO), primer Fw 10 uM, primer Rv 10 uM, Taq ADN polimerasa
5 U (Highway, INBIO), 20-30 ng molde y agua ultrapura estéril hasta completar

un volumen de 25 pl. El programa de amplificacion utilizado fue:
30seg 95°C — 35 x [30seg 95°C — 30seg 58°C — 30seg 74°C] — 5min 74°C

Posteriormente, se procedio a realizar la reamplificacion de los fragmentos
obtenidos con un primer que consiste en la secuencia completa del promotor del
fago T7 (5-ATAGAATTCTCTAGAAGCTTAATACGACTCACTATAGGG-3),
para de esta forma incorporar al amplicon la secuencia completa del promotor
del fago T7. En este caso se utilizd el mismo programa de amplificacién descripto

anteriormente.

Se evalud la integridad de los amplimeros generados por electroforesis en
gel de agarosa 1% en buffer TBE (1X) a voltaje constante de 90 V, utilizando
bromuro de etidio como agente intercalante para la visualizacion en el
transiluminador con camara integrada (InGenius, Syngene). Las imagenes se
digitalizaron por medio del software GeneSys V1.4.6.0 (Syngene). La
cuantificacion de los fragmentos obtenidos se realiz6 tanto por comparacion con
el marcador de peso molecular (gLadder 100 pb, Productos Bio-LdAgicos), a
través del software ImageJ 1.48v, asi como por fluorometria utilizando Qubit 2.0
(Thermo Scientific).

Transcripcién in vitro

A partir de los amplicones acoplados a la secuencia del promotor T7, se
sintetiz6 ARN doble cadena (ARNdc) mediante transcripcion in vitro, utilizando
la ARN polimerasa del fago T7 en presencia de ribonucleétidos. Para esto se
empled la T7 RNA polymerase (Thermo Scientific). La mezcla de reaccion fue:
Buffer de transcripcion 5X, rNTP 2,5 uM (Invitrogen), inhibidor de ARNasas 50 U
(RiboLock, Thermo Scientific), molde de ADN 1 ug, T7 ARN polimerasa 1 U y
agua ultrapura estéril hasta completar un volumen de 50 pul. La reaccién se
incub6 durante 4 horas a 37°C. Una vez finalizada la incubacion se procedio con
la purificacion para eliminar restos de proteinas y nucleétidos libres. En primer

lugar se llevd a cabo wuna purificacion con solventes organicos
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(Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico en proporcion 25:24:1 respectivamente) y
luego una precipitacion alcohdlica del ARNdc, la cual consiste en la adicion de
0,5 volumenes de Acetato de amonio 7,5 M y 2,5 volumenes de Alcohol absoluto
100% e incubacion overnight a -20 °C. El precipitado obtenido se resuspendioé
en 11 yl de agua ultrapura estéril. 1 pl del producto de transcripcion se utilizd
para comprobar su integridad en gel de agarosa 1% en buffer TBE (1X) y para

su cuantificacién por medio de Qubit (Thermo Scientific).

ARN de interferencia en ninfas y hembras adultas

La técnica de interferencia por ARN (ARNi) es un método rapido y simple
para inhibir la funcién de genes especificos, descripta por primera vez en C.
elegans (Fire et al., 1998). Esta, consiste en la incorporacion, mediante
inyeccion, electroporacion, ingestion o expresion in vivo, de ARN doble cadena
(ARNdc) de un gen en un determinado organismo. Los ARNdc o antisentido
activan un proceso que conduce al silenciamiento del gen en el organismo
interferido. El proceso de silenciamiento se inicia cuando largas cadenas de
ARNdc son procesadas por la enzima Dicer, generando fragmentos de ARNdc
de entre 19 y 21 nucleétidos, conocidos como ARN pequefios interferentes
(ARNpi) (Elbashir et al., 2001). Los ARNpi se asocian luego con el complejo
proteico RISC, donde se separan sus hebras (Hammond et al., 2000), asi la
hebra sense del ARNpi (aquella cuya secuencia es igual a la del ARN codificante)
es degradada por nucleasas, mientras que la hebra antisense, unida a RISC, se
aparea con el ARN blanco mediante la complementariedad de bases. De esta
forma, el ARN codificante es degradado por las nucleasas residentes en el
complejo RISC, suprimiendo o disminuyendo la expresion del gen (Martinez &
Tuschl, 2004).

El ARNi es una de las técnicas de genética reversa mas utilizada en el
campo de la genética y biologia molecular de insectos para el estudio de la
funcidn, regulacion y expresiéon génica (Tomoyasu & Denell, 2004). Esta técnica
ha permitido estudiar la funcion de los genes que intervienen en el desarrollo en
diversos sistemas experimentales, particularmente en organismos “no modelo”,

donde los métodos de andlisis funcional son muy limitados. Con el uso de éstas
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técnicas, se han logrado identificar en una amplia variedad de insectos, genes
ortélogos que conforman la red génica de la segmentacion en Drosophila, como
por ejemplo en Apis mellifera, Nasonia vitripennis, Tribolium castaneum, Grillus
bimaculatus, Locusta migratoria, Oncopeltus fasciatus y Rhodnius prolixus, entre
otros (Bucher et al., 2002; He et al., 2006; Hughes & Kaufman, 2000; Lavore
et al., 2012; 2014; Lynch & Desplan, 2010; Mito et al., 2005; Wilson & Dearden,
2011).

En este trabajo, el analisis fenotipico de falta de funcion para sima se realiz
a dos diferentes niveles: por un lado se inyect6 sima”RNdc en ninfas de estadio V
con el fin de observar de qué forma ocurre la remodelacion del sistema traqueal
en individuos adultos y, por otro lado, hembras adultas virgenes fueron
interferidas para analizar la traqueogénesis durante el desarrollo temprano.
Todas las inyecciones se realizaron intracavitariamente, entre el segundo y
tercer segmento abdominal, utilizando una jeringa Hamilton de 5 pl. El volumen
introducido de ARNdc en las ninfas varié entre 0,3 y 1 pl, y en las hembras
adultas fue de 2 pl. Luego de la inyeccion, se dejéo que los ejemplares se
recuperaran del estrés durante 48 horas. Posteriormente se los alimenté para
estimular el proceso de muda en el caso de las ninfas V y para inducir ovogénesis
y puesta de huevos en las hembras adultas. Las hembras interferidas fueron
colocadas junto con machos wt para estimular la copula, manteniendo las

condiciones de cria ex situ previamente sefialadas.

A diferencia de la mayoria de insectos, la red traqueal en R. prolixus no es
eliminada completamente durante la muda de un estadio larval al siguiente, sino
gue nuevas ramas surgen a partir de las preexistentes. Es por ello que en este
trabajo el analisis fenotipico de los insectos interferidos consistio en la
observaciéon de los adultos post-ecdisis y la visualizacion del patrén de
ramificacion traqueal de la epidermis del cuarto segmento abdominal, bajo lupa
estereoscopica (Leica MZFLIII) y microscopio optico (Primo Star- Zeiss). Se
focaliz6 en estas ramas traqueales, debido a que este segmento presenta un
patrén traqueal altamente conservado en todos los individuos y se puede contar
facilmente el nimero de ramificaciones traqueales presentes en los insectos
interferidos en comparacién con los insectos wt (Wigglesworth, 1954). Cabe

resaltar que los adultos de R. prolixus presentan una cuticula dorsal semi-
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trasltcida que permite visualizar la disposicion de las traqueas epidérmicas en el

interior del abdomen in vivo.

Actualmente se cuenta con un protocolo de ARN de interferencia parental
(ARNI) en R. prolixus que permite evidenciar la pérdida de funcién genética en
la progenie de estos insectos (Lavore et al., 2012). Para la obtencion de
embriones con fenotipos de falta de funcién para el gen Rp-sima se llevé a cabo
dicho protocolo. Las hembras virgenes de R. prolixus utilizadas fueron obtenidas
a partir de la revision y separacion periodica de los insectos en estadio ninfal V
que hayan mudado a adulto recientemente. De esta manera, se pudo asegurar
la ausencia de fecundaciones previas (Schofield, 1979).

Manipulacién de embriones interferidos. Analisis fenotipico

El andlisis exhaustivo de la embriogénesis en la descendencia de las
hembras interferidas implicé la revision diaria de los recipientes que las
contenian, con el fin de separar los huevos en funcién de la fecha de puesta.
Una vez separados, se observo si lograban completar su desarrollo embrionario;
en los casos donde se observo detencion del mismo se decidié proceder a la
apertura manual de los huevos bajo lupa binocular estereoscoépica Leica MZFLIII.
Fueron decorionados y devitilinizados mediante el uso de pinzas de diseccion N°
4y 5 (Dumont). Las disecciones se realizaron en solucion de paraformaldehido
4% en PBS (PFA 4%), el cual, como agente fijador, impide que las caracteristicas
de los embriones se modifiquen. Luego se procedi6 a la deshidratacion seriada
en metanol a concentraciones crecientes para su conservacion a largo plazo.
Parte de estos embriones se tifieron con el colorante fluorescente Hoechst
(1:1000) el cual, debido a su capacidad de unién al ADN, nos permitio distinguir
y diferenciar las células embrionarias del vitelo en los huevos interferidos y asi
datar morfol6égicamente cada estadio del desarrollo. Para ello, se los rehidraté
con sucesivos lavados de metanol a concentraciones decrecientes hasta
obtenerlos finalmente en buffer PBT, con el cual se hicieron 4 lavados en
agitacién a temperatura ambiente. Luego se los incub6 con Hoechst por 1 hora

a temperatura ambiente. Finalmente, luego de hacer 2 lavados con PBT, fue

21



posible realizar el analisis y la captura de imagenes por medio del ZEN2 (Zeiss),

empleando el microscopio confocal Zeiss Ism 710.

Para facilitar la interpretacion de los resultados, los fenotipos observados

se agruparon en clases de acuerdo con caracteristicas comunes.
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RESULTADOS

Analisis genomico-filogenético de proteinas bHLH-PAS

Las proteinas con dominios bHLH-PAS comprenden un conjunto de
aproximadamente 14 proteinas diferentes. En esta tesis se pudo identificar en
Rhodnius prolixus a cuatro nuevos miembros de esta familia: Single-minded,
Similar, Spineless y Tango (Tabla 1); mientras que el gen trachealess ya habia

sido previamente identificado en estudios anteriores (Lavore et al., 2015).

Tabla 1. Miembros de la familia bHLH-PAS identificados en R. prolixus, con sus respectivos ID. Se detallan
las métricas obtenidas luego de las busquedas por similitud de secuencia de sus ortdlogos en D.
melanogaster en la base de datos de R. prolixus en VectorBase.

GENES Longitud hit
identificados g
single-minded RPRC001595 77.7 444 1,00E-170
RPRC000129 85.4 144 6,00E-177
trachealess
RPRCO08906 76 513 4,00E-142
similar RPRC0O01157 73.3 45 6,00E-100
RPRC004232 79.8 816 6,00E-155
RPRC0O04351 61.6 414 0,0

En la siguiente seccidn se describen sus secuencias a nivel genémico, asi
como también su comparacién con secuencias ortélogas de otras especies

mediante un andlisis filogenético.
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Single-minded

A través de la busqueda por similitud de secuencia se pudo inferir la
identidad del transcripto RPRC001595-RA en R. prolixus, el cual corresponde al
gen sim (Rp-sim). Este gen se encuentra localizado entre las bases 602.075 y
621.233 de la hebra reverse del scaffold KQ034112. El transcripto para Rp-sim
tiene una longitud de 1.509 pb, estando estructurado en nueve exones y codifica

para una proteina de 503 aminoacidos (Figura 3).

A través del alineamiento multiple entre las secuencias proteicas de Sim de
R. prolixus con secuencias ortélogas de otras especies se identificaron las
regiones correspondientes a sus dominios funcionales, bHLH, PAS-A y B, los

cuales se encuentran conservados en Rp-sim (Figura 4 A).

El arbol obtenido mediante inferencia Bayesiana mostro tres grandes
grupos filogenéticos (Figura 4 B). Por un lado, se encuentra el grupo de insectos
dipteros, el cual esté bien soportado. Por otro se agrupan los vertebrados junto
con Tribolium castaneum y Pediculus humanus; mientras que en un tercer grupo
encontramos a R. prolixus, Ctenocephalides felis, Temnothorax curvispinosus y
Apis cerana formando un grupo monofilético que incluye especies de insectos no

dipteros.
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11 H-a

511pb 148pb 107pb 200pb 86pb 112pb  90pb 80pb 175pb

B >RPRC0O01595-RA
ATGAAGGAGAAGAGTAAAAACGCGGCGCGAAGCCGCCGTGAGAAAGAGAACACAGAATTTTTAGAATTGGCCAAACT
TITACCACTTCCTTCCGCTATCACCTCTCAATTGGATAAAGCATCAATAATAAGACTGACAACCAGTTATCTCAAATTAAG
AAATTTATTTCCAGATGGCCTTGGAGACGCTTGGGGTGCAGCGCCGCCTCCGGCTAGTGAAGCTTCCATCATAGAACTG
GGATCACACCTTTTAAAGACTTTAGATGGTTTTATATITGTGGTGGCTCCCGATGGCAAAATAATGTACATATCGGAGA
CGGCATCTGTTCATTTAGGATTATCTCAGGTAGAACTAACTGGCAACAGTATATTTGAATACTTACATCCCAATGACCAC
GAAGAAATGTCTTCAGTATTACAATTCCACCACCCTCTGCCGCTGCACACTCATATATTAGAAGCAGAATTAGAAAGAT
CTTTTGTGATTAGAATGAAATGTGTATTAGCTAAGAGAAATGCAGGTCTTACAACTGGTGGTTTTAAAGTAATTCACTGT
TCCGGCTATITGAAAGTAAAACAGTACCAACACGAGGGCGGTGGTTACGATGGCTGTTACCAGAATGTCGGCCTAGTG
GCTGTTGGACATTCATTACCTCCTTCAGCGATCACAGAAATTAACTTCATAGTAATATGTTCATGTTCAGAG CGTCTTT
GGACTTGAAGCTGATATTCCTAGATGCCAGAGTAGCACAGTTGACAGGATACGAACCCCAAGATCTGATAGAAAAGAC
ACTTTATCATTACATTCATACTTCAGATATGATGCACATGCGATACTCTCACAATACATTGCTCTATAAGGGTCAGGTGA
CCACAAATTACTACAGGTTTCTAACAAAAGATGGCGGTTGGGTATGGATGCAGAGCTACGCCACAATAGTGCATAATTC
TAGATCTAGCCGGCCACATTGTATTGTTAGTGTGAACCATGTACTAAGTGAAATGGAAGAGAAAGAATTGGTGCTTAG
CACTTGCGTAAGTGAGGAACGTCTGACGGCACCTCAAGAATCGGTTAGTCAATCAAACCGCAATTGTACTCCTAAATAT
TCAAATGCTATAGTCAACAACCAAAATGTAGTTACAACACCGACTACTGTAACTTTGCAATCAGAGGAACATTACCACC
ATCAAGGGCAACATCAGACAGATCAAGCTTTGTACTATGCTAGTCCCGCAAATACTGGTACTTTGGAATATAATGATTA
TTCAAGTTACCAGCATATGCCAAATGGACAAGACTTGTATTATGCAACTGCTTATGCTGAACATTGCCTTGGAGAACCT
ACATGCATAGGAACAAGTGGCAGGCCATACTCAGCCTCCAGTTCGTCCTGTTCCAGTGCCGAGGAACCTGCAGCACCA
GCATGCGCTTTTACTGCTCATCACCATCATCAACCGCCTCAACCGAGTTACACCTCAGTTATTGTTGATTCTCAGCACTAT
GTAAAT

C >RPRCO01595-PA
MKEKSKNAARSRREKENTEFLELAKLLPLPSAITSQLDKASIIRLTTSYLKLRNLFPDGLGDAWGAAPPPASEASIELGSHLLKTL
DGFIFVVAPDGKIMYISETASVHLGLSQVELTGNSIFEYLHPNDHEEMSSYVLQFHHPLPLHTHILEAELERSFVIRMKCVLAKR
NAGLTTGGFKVIHCSGYLKVKQYQHEGGGYDGCYQNVGLVAVGHSLPPSAITEIKLHSNMFMFRASLDLKLIFLDARVAQLT
GYEPQDLIEKTLYHYIHTSDMMHMRYSHNTLLYKGQVTTNYYRFLTKDGGWVWMOQSYATIVHNSRSSRPHCIVSVNHVLS
EMEEKELVLSTCVSEERLTAPQESVSQSNRNCTPKYSNAIVNNQNVVTTPTTVTLQSEEHYHHQGQHQTDQALYYASPANT
GTLEYNDYSSYQHMPNGQDLYYATAYAEHCLGEPTCIGTSGRPYSASSSSCSSAEEPAAPACAFTAHHHHQPPQPSYTSVIV
DSQHYVN

Figura 3. Representacion gréafica del gen Rp-sim. (A) Esquema del gen. Los bloques azules representan
exones y las lineas que los unen intrones. Se aclara ademas la longitud de cada uno en pares de bases
(pb). (B) Secuencia completa del transcripto. (C) Secuencia proteica codificada por el gen.
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bHLH

Rhodnius prolixus
Drosoghxh melanogaster
Tribolium castaneum
A Anopheles albimanus
Glossina brevipalpis
Culex quinquefasciatus
Aedes aegypti
Pediculus humanus
Ctenocephalides felis
Apis cerana
Ceratitis capitata
Temnothorax curvispinosus
Danio rerio
Mus musculus
Pan troglodytes
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Figura 4. (A) Alineamiento mdltiple de la secuencia proteica de Rp-sim con secuencias ortélogas de otras
especies. Se indican los dominios conservados bHLH (posicion 1-53 aa), PAS-A (posicion 82-140 aa) y
PAS-B (posicion 233-288 aa). (B) Andlisis filogenético de single-minded en funcién del alineamiento de
secuencias proteicas de Rp-sim y secuencias ortologas de otras especies. El arbol fue generado por medio
de inferencia Bayesiana; los valores de los nodos representan los valores de probabilidad posterior de cada
clado.
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Similar

Mediante la busqueda por similitud de secuencia para el gen similar se
pudo inferir la identidad del transcripto RPRC001157-RA, el cual contiene cuatro
exones correspondientes a sima en R. prolixus (Rp-sima) situados desde las
bases 316.762 a 320.023 de la hebra reverse dentro del scaffold KQ034324.
Como este transcripto solo contiene una parte de la secuencia total del gen de
interés, se llevd a cabo la anotacion manual del mismo. Asi, se logré localizar la
porcion faltante del Rp-sima, entre 364.837 y 367.544 pb, encontrandose
separada del transcripto RPRC001157-RA por una gran region de baja calidad
de secuenciacion. De esta forma la reconstruccion del transcripto completo para
Rp-sima consta de ocho exones y una longitud de 1575 pb, se encuentra
codificado por un gen situado desde las bases 316.762 a 367.544 dentro del
mismo scaffold previamente mencionado, codificando para una proteina de 525

aminoacidos (Figura 5).

En el alineamiento mdaltiple de la secuencia proteica de Rp-Sima junto con
secuencias ortélogas de otras especies, se pudo observar que las secuencias
de los dominios bHLH, PAS-A y B en Rp-sima se encuentran conservadas pero

difieren levemente con respecto a otras especies (Figura 6 A).

El analisis filogenético muestré que la secuencia de Rp-sima se asocia con
especies de insectos no-dipteros y crustaceos. Dentro de otro grupo
encontramos a insectos dipteros, mientras que los vertebrados se agrupan
dentro de un tercer clado. De esta forma podemos ver claramente que las
secuencias de insectos forman un grupo monofilético, del mismo modo que las
secuencias de vertebrados, con altos valores de probabilidad posterior (Figura 6
B).
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149pb 358pb 216pb  249pb 144pb 180pb 174pb  105pb

B >RPRCO01157-RA
ATGCTAATTTTGTTTTCTGTTACAGTGGGTGTTAGTGAAGATAGCTTGCAGTCCGATCTGTATGACCAGTTCTACCTGCAGTC
TATCGGAGGAATAGTTCTTGTGATCTCTGTGGATGGAGACATTATCTACATTTCAAATAACGTTTCTTCGTACCTTGGGGTGT
CACAGGTTGACCTTCTTGGGCAGAGTTTCTTCGATATGATACATCTGTGTGATCACCAAGACGTTCGGGATCTGTTATCGGG
CAAGGTGAAGATTAATGGGCAGGTGTCTGTGTTCGTTAGAGTAAAATGTTCACAGAGTAGTAAAGGAAGAACGGTCAACTT
AAAGACTGCTTCATATAAGGTATTGCACATACAGGGCCGTTTTTTAAAAATAGATGAATCTCCCAAAGAGCGTTTTGGATTT
GTTACGATAGCCACGCCAATTCCTCACCCGGCCGACATAGAGACCCCGCTTGGATCATACATCTTCCTTAGTAAACACTCCCT
TGATATGAAGTTCACATACGCTGACGAAAGGATGACAGAATTCCTTGGATATAATCCGGACGATTTGATTGGAGAGTCTAT
GTATAATTTCCACCACGTAGAAGACAACAGAGAAATTATGAAGTCTTTTAAATCAGTGTTTGAAAAAGGACAATCAGAAACA
AATCAGTATAGATTCATGGCTCAAGGTGGAGGTTATATTITGGGTGTGTACTCAAGCTACATTGCTCTTCTGTGAGAAGAAAA
ACATACCTCTTAGTGTTGTTTGCGTAAACTATGTCGTTAGTGGAAAATGCAATGCAGTGGAAGTATGTTCACGTGAACAGTT
ACAATGGATCAAACAAGAAGATAAGCCTCCTGCTGATATTGAAAGCCCAGAAGAAGTCCAGATAACTGCCAAAATIGTGTC
CAAATTGGTACCAGTTGCAGCCATACAGCCACTGGTTGTACAACCACTTTCTAATCAATTCCCGTCAGTCCCGTCTACTGAAC
CTTTACTGTTAACAGTAACCGCAGAACCAGAATTAGGAAATTCTGTACAGTCTCCTCGTCCTAGGCCTGCGACATCTAAAATT
TTTGGTCCCAGAACTGCTGATATGAACAAAGGATTTTTAATGTTTTCCGATGATGAATCTGGCCTAACTGTGTTGAAAGAGG
AACCTGAGGATCTGACTCACCTGGCCCCAACAGCTGGGGACGCATGTGTGCCGTTAAGTATTCCCTCGTTAAGGGATAGTA
TGCTGTGCTGCGATATTCTGTCTGACGAATATTCTCCTCTCATCAACCAAACTAAGGAAACACCCTTATTTTCCTCCTATAACG
ATAACTCTTCCCGTTCATTATCCCCTGCTCTTACACTGAGCCCCAATGTATACTGTGGGACTTCGTTGTGTGGACTATCTGATG
ATGGGCCTACGCTAGAGGATGCTACGATAAAATCTCTATTAGGCTTAGATCTTTTAAAAAGTGAGACCGAACTGGATAAGA
CTGGATATATTAATGTTTATGGATCCAACGGACTTCCATTGTTGACTTCGGAATTTCTATGGGGTGTGCCAGATAGCCCTTCA
CCGTATGTTTACCCGTATTATTCAATTATTAATACATTT

C  >RPRCO01157-PA
MLILFSVTVGVSEDSLOSDLYDQFYLQSIGGIVLVISVDGDIYISNNVSSYLGVSQVDLLGOSFFDMIHLCDHQDVRDLISGKVKIN
GQVSVFVRVKCSQSSKGRTVNLKTASYKVLHIQGRFLKIDESPKERFGFVTIATPIPHPADIETPLGSYIFLSKHSL DMKFTYADERM
TEFLGYNPDDLIGESMYNFHHVEDNREIMKSFKSVFEKGQSETNQYRFMAQGGGYIWVCTQATLLFCEKKNIPLSVVCVNYVVS
GKCNAVEVCSREQLQWIKQEDKPPADIESPEEVQITAKIVSKLVPVAAIQPLYVQPLSNQFPSYPSTEPLLLTVTAEPELGNSVQSP
RPRPATSKIFGPRTADMNKGFLMFSDDESGLTVLKEEPEDLTHLAPTAGDACVPLSIPSLRDSMLCCDILSDEYSPLINQTKETPLFS
SYNDNSSRSLSPALTLSPNVYCGTSLCGLSDDGPTLEDATIKSLLGLDLLKSETEL DKTGYINVYGSNGLPLLTSEFLWGVPDSPSPYV
YPYYSIINTE

Figura 5. Representacion grafica del gen Rp-sima. (A) Esquema del gen. Los bloques azules representan
exones y las lineas que los unen intrones. Se aclara ademas la longitud de cada uno en pares de bases
(pb). (B) Secuencia completa del transcripto. En amarillo se resaltan las secuencias correspondientes a los
primers. (C) Secuencia proteica codificada por el gen.
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Figura 6. (A) Alineamiento de la secuencia proteica de Rp-sima con secuencias ortdlogas de otras
especies. Se indican los dominios conservados bHLH (posicion 11-65 aa), PAS-A (posiciéon 91-160 aa) y
PAS-B (posicidn 233-294 aa). (B) Analisis filogenético de similar en funcion del alineamiento de secuencias
proteicas de Rp-sima y secuencias ortdlogas de otras especies. El arbol fue generado por medio de
inferencia Bayesiana; los valores de los nodos representan los valores de probabilidad posterior de cada
clado.
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Spineless

En el genoma de R. prolixus se infirid6 la identidad del transcripto
RPRC004232-RA con alta similitud de secuencia para el gen spineless. Este
transcripto se localiza entre las bases 1.012.829 a 1.025.142 de la hebra forward
dentro del scaffold KQ034122 del genoma de R. prolixus. El transcripto
RPRC004232-RA depositado en la base de datos VectorBase consta de siete
exones correspondientes a la regién 3’ del gen, y por anotacién manual se
procedié a eliminar un exon e incorporar otros cuatro exones en su extremo 5
encontrados dentro del mismo scaffold en las posiciones 722.040-722.096,
858.014-858.204, 930.217-930.312 y 960.617-960.709 respectivamente. Por lo
tanto, el transcripto completo para Rp-ss quedd conformado por diez exones,
con una longitud total de 2.246 pb y codificando para una proteina que contiene

747 aminoacidos en su secuencia (Figura 7).

Para el alineamiento mdultiple se buscaron secuencias proteicas de
Spineless en invertebrados, asi como de secuencias ortélogas de Ahr en
vertebrados. Se identificaron los dominios bHLH, PAS-A y B, los cuales son
altamente conservados para Rp-ss (Figura 8 A).

El andlisis filogenético divide dos grandes grupos, uno de ellos conformado
por vertebrados y otro por insectos. Este Ultimo a su vez se encuentra subdividido
en especies de insectos dipteros e insectos no-dipteros donde se localiza R.
prolixus junto con Tribolium castaneum, Apis mellifera y Pediculus humanus. Por
lo tanto, podemos concluir que el arbol generado se encuentra bien conformado
y con altos valores de probabilidad posterior que le dan soporte a la inferencia
obtenida (Figura 8 B).
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57pb 190pb 96pb  93pb 212pb 294pb  141pb 565ph 513pb 78pb

B >RPRCOD4232-RA
ATCTCCCAACTGGGCACTGTATACGCAACCAAGAGGAGAAGGCGCAATGGAAAAAGGCCTGAAGCCGCCACCTAAAGATGGTGTAACG
AAAAGCAATCCATCAAAACGTCATCGTGAGCGGCTTAATGCTGAACTTGACACACTAGCAAATCTTTTACCATTTGAGCAGAATATACTTT
CAAAACTGGACAGGTTGTCCATCCTAAGGCTGTCTGTTAGCTACCTACGCACCAAGAGCTATTTCCAAGGTTACGATGCACAAGGAAAAA
GAAGAGGCCCAGTATCGAAGCAGAGCTGATCACAGTATGTACGACCACTCAATGTTAGATGGCGACATGTTCTTGTTACAGGCTCTGAA
CGGGTTTCTGCTGATACTGACGTGCGAGGGAGAGGTGTTCTTCGCTACGCACACAATAGAGAACTACCTGGGCTTTCACCAGTCGGATAT
AGTTCATCAAAGCGTGTACGAATTAGTGCATTCGGAAGATAGAGAAGAACTGCAACGTCAGTTGATGTGGAATTCATTTCTACCGCAGG
ACTCTTCAGGTTTACAACTGCAAGATGCACTGCATCCAGACCAGTCACACCTCCTTGAACGTAGTTTTACCGTCAGATITAGGTGTTTACT
GGACAATACTTCCGGCTTTCTGAGGCTGGATATCCGAGGGAGAATCAAAGTGCTTCATGGACAGAACCGTAAGACTGAAGAGCCTCCAC
TAGCGTTGTTTGCATTATGCACACCATTCGGACCGCCTTCTTTATTAGAGATTCCGCATAAAGAGGT CATGTTCAAGAGTAAACATAAACT
CGACCTTTCACTGGTCTCTATGGATCAGAGAGGCAAAATGTTATTAGGATATTCGGATTCAGAATTAGCAGACATTGGGGGATATGATCT
AGTCCATTATGATGACCTTGCCTATGTGGCAAGCGCTCATCAAGAATTATTAAAAACGGGTGCTTCGGGAATGATAGCGTATCGGTACCA
GAGCAAAGAAGGCCAATGGCAGTGGTTGCAAACTAGTTCAAGGCTTGTTTATAAAAATTCCAAACCTGATTTTGTGATAAGTACACATCG
ACCTTTAATGGAAGAAGAAGGCAGGGATCTTCTTGGTAAAAGAACGATGGATTTCAAAGTGAGTTACTTAGACGCAGGGCTGACCAATA
GTTACTTCTCGGACAGCGAATTAGTGGGAAGTACTGGGACGACGTCTACCAGCACACAGTCCAGCACACCTCAGCGGGTTAACAGGAGG
TATAAAACTCAACTGAGAGATTTCCTCTCGTCTTGCCGAACTAAGCGGAAACTGTCCTCTCATACTCCAGTGGTGGCGCCTCCTGACACGC
CTGAATTCATCGTACCAGATTCAGCGGCAGCAGTAGCGGCGGCTTACTCCAACCTCAACATGTACGGAAGTAGCTATCCAACTACAGCGC
CACCAGACTCTTACATCAGCCACTCGGGCAACTTCCACCAAAGTCTTTACGATAATAGGTTTCTCACATCGACTACCGACAACCTGTTCCA
TCAGTATCGACCACTAGGCACTTATTATCCAGATTATCACGCCTCCACATCGCCTTACGTTTCCAATGGCTTTCTGGAAATGGCGCCTAGA
AATGCAGCTACCTGTTTGCCAACATATGAAACCGATAATAGTCGGTACAGTAAGTGTCTGGATGTGACCAGTTATTCTGTAGGACCAGGT
TTGCAAAGTGTAGTAGCGGTGCCGTTGTGTGATATACCGCATAAGAAGAGTGTAAAATCAATGGACAATCTGTCATCGTCGAATTCGGC
AGGTTCGTCTCCTGCCGGAGGAGGTGTGAACGGTCTGGTGACACCCAAAGTAGAGGAAGGAATGTTACAGCATTACTCGCCCGGCGGL
CCCCCGTCCGAGCCGCCCCGGCAGACCGTGCTGATGTGGGGAAGTGGAGCGGCGCACACGCCCACTTCTTCCAGCAGCAGGTCTCCCCA
GGGCGGCTCACCTTCATACCAGGAGAAGAAGTTTGGCGATCCACTCAAGTCACTAGCGGAAATGAACAATCTAGCGGAGACGAAATGG
AAACCAGAAACCCCGCCGCACGTGCAGAGCCCCAAGTACAGCCACTATCAGTATAGTGAGCATGGCCAAGAGGTATGGCCTCACCAGAT
CTATCCTTACCACCAATCAGCAGTGGCGGGAGGGGATTGCGGCTATCCTCAGATAAGCAGGACGGGAGT CCTTTGCTGTCCATCTCTCAG
GTGA

C >RPRCO04232-PA
ISOLGTVYATKRRRRNGKRLKPPPKDGVTKSNPSKRHRERLNAELDTLANLLPFEQNILSKLDRLSILRLSVSYLRTKSYFQVTMHKEKEEAQYRSR
ADHSMYDHSMLDGDMFLLOALNGFLLILTCEGEVFFATHTIENYLGFHQSDIVHQSVYELVHSEDREELOQRQLMWNSFLPQDSSGLQLQDAL
HPDQSHLLERSFTVRFRCLLDNTSGFLRLDIRGRIKVLHGQNRKTEEPPLALFALCTPFGPPSLLEIPHKEVMFKSKHKLDLSLVSMDQRGKMLLG
YSDSELADIGGYDLVHYDDLAYVASAHQELLKTGASGMIAYRYQSKEGOQWQWLQTSSRLVYKNSKPDFVISTHRPLMEEEGRDLLGKRTMDF
KVSYLDAGLTNSYFSDSELVGSTGTTSTSTQSSTPOQRVNRRYKTQLRDFLSSCRTKRKLSSHTPVVAPPDTPEFIVPDSAAAVAAAYSNLNMYGS
SYPTTAPPDSYISHSGNFHQSLYDNRFLTSTTDNLFHQYRPLGTYYPDYHASTSPYVSNGFLEMAPRNAATCLPTYETDNSRYSKCLDVTSYSVG
PGLOSVVAVPLCDIPHKKSVKSMDNLSSSNSAGSSPAGGGVNGLVTPKVEEGMLOHYSPGGPPSEPPROTVLMWGSGAAHTPTSSSSRSPQ
GGSPSYQEKKFGDPLKSLAEMNNLAETKWKPETPPHVQSPKYSHYQYSEHGQEVWPHQIYPYHQSAVAGGDCGYPQISRTGVLCCPSLR

Figura 7. Representacion gréfica del gen Rp-ss. (A) Esquema del gen. Los bloques azules representan
exones y las lineas que los unen intrones. Se aclara ademas la longitud de cada uno en pares de bases
(pb). (B) Secuencia completa del transcripto. (C) Secuencia proteica codificada por el gen.
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Figura 8. (A) Alineamiento de la secuencia proteica de Rp-ss con secuencias ortélogas de otras especies.
Se indican los dominios conservados bHLH (posicién 32-86 aa), PAS-A (posicion 108-175 aa) y PAS-B
(posicién 251-317 aa). (B) Analisis filogenético de spineless en funcion del alineamiento de secuencias
proteicas de Rp-ss y secuencias ortologas de otras especies. El arbol fue generado por medio de
inferencia Bayesiana,; los valores de los nodos corresponden a los valores deprobabilidad posterior para
cada clado.
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Tango

Mediante la busqueda por similitud de secuencia se infiri6 la identidad del
transcripto RPRC004351-RA correspondiente a Rp-tgo. Este gen esta situado
desde las bases 130.409 a 148.143 de la hebra forward dentro del scaffold
KQO034546. Mediante anotacion manual solamente fue necesario agregar una
secuencia corta de 13 pb en el extremo 5" del transcripto RPRC004351-RA, para
incorporar una secuencia altamente conservada en insectos. El transcripto Rp-
tgo tiene una longitud de 1.782 pb, distribuidos en 13 exones y su secuencia

proteica correspondiente posee 594 aminoacidos (Figura 9).

En el alineamiento multiple de las secuencias proteicas de Tgo y de su
ortélogo Arnt en vertebrados, se pudo observar que Rp-tgo presenta sus

dominios funcionales, bHLH, PAS-A y B, altamente conservados (Figura 10 A).

El arbol filogenético generado mostrd dos grandes grupos. Por un lado, se
asociaron las especies de vertebrados y por otro las especies de insectos. Dentro
de este ultimo grupo se encontré R. prolixus, localizandose mas basal dentro del
clado, del mismo modo que una especie de acaro (Sarcoptes scabiei). Los
valores de probabilidad posterior son muy elevados, reconstruyendo
correctamente la evolucién natural del grupo de especies analizadas (Figura 10
B).
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13pb 163pb172pb  147pb 216pb 104pb 158pb 150pb109pb 47pb148pb 129pb 184ph

>RPRCO04351-RA
ATGGAAGATGACAGTCTTCAGGATAAGGAAAGGTTCGCAAGTAGGGAGAACCATTIGCGAGATTGAGAGGCGTCGACGAA
ACAAGATGACAGCTTACATTACTGAATTGTCTGATATGGTACCCACGTGTAGTGCTTTGGCTCGTAAACCAGACAAACTCA
CAATTCTCAAGATGGCTGTTGCCCACATGAAAGCACTCAGAGGTACAGGTAACACTAGTTCAGATGGCACGTATAAACCG
TCATTTTTAACAGATCAAGAGTTAAAACATTTAATTCTCGAAGCTGCTGATGGCTTCCTATTTGTGGTTACATGTGATACTG
GTAGAATTATATATGTGTCGGATTCTGTTAGCCCTGTTCTTAATCAATCCCAGAATGAATGGTATGGATCAACTATCTATGA
TCATTTGCACCCAGAAGATGTGGAGAAAGTGCGGGAACAGCTTTCCACTCAGGAACCTCAAAATTCAGGGAGAATATTGG
ATTTGAAAACTGGAACTGTGAAGAAGGAAGGACATCAATCTTCAATGCGCATGTGTATGGGAGCCCGGCGAGGATTTATA
TGTCGTATGAAAGTTGGTTCCGTTGGTCCAGAAAGCCTCTCAGCAGGACATTTGAATAGACTAAAACAAAGGAATTCCTTA
GGACCTTCTCGTGATGGCCATAACTATGCTGTTGTACACTGTACAGGTTATATCAAAAACTGGCCGCCCACAGGTCAGTTC
GATACCCAAATGGAACGAGGCGTTGAAGATGACGGTACGCATTCCTGTTTAGTAGCGATAGGTCGCTTACAAGTAACTTC
TACTCCTAATACCACTGATATGGCAGGTTCAAATAGCAATGCAGAATTCATATCTAGACATTCAATGGAAGGTAAATTCAC
ATTTGTCGACCAACGAGTTATGACAATACTGGGCTATACACCTCCTGAACTTCTTGGCAAATCTTGTTTTGATTTCTTCCACC
CTGAAGATCAAACACACATGAAAGAATCATTTGAACAAGTTGTGAAATTGAAGGGTCAAGTAATGTCAGTCATGTACAGA
TTCAGGACGAAAACAAGAGACTGGGTTTGGCTTAGAACTTCCGCATTTGCTTTTCTCAACCCTTATACTGATGAAGTGGAA
TACATTGTTTGCACCAATACTACTGCGAAGTCTCTTCAAAGTGGTGGAGAAAATGAGACTCCTGCGGCAGATAGTGTGAGT
TACCCAGGCGTTGACTATACAATGCAACGCTACTCGCACATACCTCAGCATATGCATGAAATTGTCCATCATTATCCATTCC
CCAGTTTTGGTCAGTCACAATCAAGTGGAGATGCTCGAAGTGGGCAAGTATACAATTACGAAACAACACAGTCTCCAATA
GGATACGTTTCTCCCGGCCAGCAGGGCATGTCACGCATTACCAAGCCGACGGCCAGTCCGACACCTGCGCAGTCAGCGTG
GAGTTTGTGCCAGCAGCCAGTAAGTGAAGGATATCAATATAGCGAGGTAAGCCCTTCCAGATCTCCTACAGGGCCTACCT
ATACCCAACTAAGTGGAGGTTCAAGACCTCAACCGCCCTACCACAACCCTCCTAATAATGCAGCAGGTTGTAGTTTATGGT
CTTGGCAAGGGCAGCCCCAAGCTGACCCTGGACAAAGCTCATCCAATCCTTCCGCTCACACAGCTGCACCGCAGCAGCAA
CCGGCACAGTCCCATGAATTGTCCGATATGATGATGCAAATGTTGGACCAAGGTGGAGCAACTACATTTGATGATCTAAAT
ATGTTC

>RPRCO04351-PA
MEDDSLODKERFASRENHCEIERRRRNKMTAYITELSDMVPTCSALARKPDKLTILKMAVAHMKALRGTGNTSSDGTYKPSFLT
DQELKHLILEAADGFLFVVTCDTGRIIYVSDSVSPVLNQSONEWYGSTIYDHLHPEDVEKVREQLSTQEPQNSGRILDLKTGTVK
KEGHQSSMRMCMGARRGFICRMKVGSVGPESLSAGHLNRLKQRNSLGPSRDGHNYAVVHCTGYIKNWPPTGQFDTOQMER
GVEDDGTHSCLVAIGRLOVTSTPNTTDMAGSNSNAEFISRHSMEGKFTFVDORVMTILGYTPPELLGKSCFDFFHPEDQTHMK
ESFEQVVKLKGQVMSVMYRFRTKTRDWVWLRTSAFAFLNPYTDEVEYIVCTNTTAKSLQSGGENETPAADSVSYPGVDYTMQ
RYSHIPQHMHEIVHHYPFPSFGQSQSSGDARSGAVYNYETTQSPIGYVSPGQAGMSRITKPTASPTPAQSAWSLCQQPVSEGY
QYSEVSPSRSPTGPTYTQLSGGSRPQPPYHNPPNNAAGCSLWSWQGQPQADPGQSSSNPSAHTAAPQQQPAQSHELSDM
MMQOMLDQGGATTFDDLNMF

Figura 9. Representacion gréfica del gen Rp-tgo. (A) Esquema del gen. Los bloques azules representan
exones y las lineas que los unen intrones. Se aclara ademas la longitud de cada uno en pares de bases

(pb). (B) Secuencia completa del transcripto. (C) Secuencia proteica codificada por el gen.
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Figura 10. (A) Alineamiento multiple de la secuencia proteica de Rp-tgo con secuencias ortélogas de otras
especies. Se indican los dominios conservados bHLH (posicion 19-72 aa), PAS-A (posiciéon 87-154 aa) y
PAS-B (posicién 272-339 aa). (B) Andlisis filogenético de tango en funcion del alineamiento de secuencias
proteicas de Rp-tgo y secuencias ortdlogas de otras especies. El arbol fue generado por medio de inferencia
Bayesiana; los valores de los nodos corresponden a los valores de probabilidad posterior de cada clado.
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ARNi de Rp-sima en ninfas V

Para determinar la influencia de sima en el crecimiento del sistema traqueal
en insectos de estadio adulto, se llevo a cabo la inyeccion de ARNdc especifico
para sima (sima”RNdc) en 15 ninfas V, en concentracion entre 0.3 a 1.0 pg. De
estas ninfas, cinco (33.33%) murieron luego de la inyeccion, las cuales no
pudieron recuperarse del estrés. Ocho de las ninfas interferidas (53.33%) no
lograron nunca mudar a adulto y al cabo de 15 - 20 dias murieron, rechazando
muchas de ellas la oferta de alimento, a pesar de ser expuestas varias veces a
su fuente. Unicamente dos ninfas inyectadas (13.33%) pudieron mudar a adulto,

y fueron usadas para describir los fenotipos resultantes de esta interferencia.

Tabla 2. Interferencia sima”RNd¢ en ninfas V. Esta tabla indica la cantidad (ug) de sima”fNdc inyectado en
cada ejemplar, el nimero y porcentaje total de ninfas interferidas que murieron post-inyeccion, las que no
lograron mudar a un estadio adulto y las que si lograron alcanzar el estado de adulto.

Sim aARNdc Ninfas inyeCtadas (nn) m
3 1 1 1

0.6 ug 1 - - 1
11 4 7 -
15 5 (33.33%) 8 (53.33%) 2 (13.33%)

El sistema tragueal abdominal en un ejemplar wt de R. prolixus esta
conformado por dos troncos principales laterales que se extienden a lo largo del
abdomen y desprenden ramificaciones hacia la cuticula dorsal y ventral, asi
como también a los 6rganos internos. La disposicion de las traqueas en la
cuticula dorsal y ventral esta altamente caracterizada. En la epicuticula ventral
de cada segmento corporal, una ramificacién traqueal surge desde la traquea
lateral y recorre la epidermis del segmento para unirse con su contralateral en la
linea media del cuerpo (Wigglesworth, 1954). Algo similar ocurre en la epidermis
dorsal, pero en este caso la rama traqueal derecha e izquierda se mantienen
independientes, siendo su limite la linea media dorsal. La mayoria de las
observaciones y experimentos se han realizado en las traqueas sub-epidérmicas
dorsales del cuarto segmento del abdomen. Alli la traquea principal se divide

repetidamente hasta reducir su calibre a 5 p (Figura 11 A). La trAdquea terminal
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suele medir 1.5 - 2 y de didmetro, luego se divide abruptamente en dos o tres

traqueolas con un diametro de 0.7 - 0.8 p (Wigglesworth, 1954).

En los ejemplares adultos provenientes de ninfas interferidas se evaluo el
patron de ramificacion de las trdqueas sub-epidérmicas dorsales del cuarto
segmento abdominal, comparado con insectos salvajes. En el ejemplar
inyectado con 0,6 pg de sima”RNdc se observaron 27 ramificaciones terminales
emergentes de las trAqueas mayores en comparacion con el adulto wild-type, el
cual poseia 40 ramificaciones terminales (Figura 11). En el segundo adulto
interferido analizado no se observaron diferencias apreciables en sus
ramificaciones traqueales con respecto a las mismas en un adulto wt (imagenes

no mostradas).

e ST TAtT

14

Figura 11. Patron de ramificaciones traqueales de la epidermis del cuarto segmento abdominal en adulto
wt (A) y en adulto interferido con sima”RNi (B).
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Interferencia parental del gen similar en Rhodnius prolixus

Con el objetivo de determinar el rol de sima durante el desarrollo temprano
de R. prolixus, se llevé a cabo ARNiI parental sobre 5 hembras, inyectadas con
una cantidad de 2 ug de sima”RNdc, De esta manera, se consiguié silenciar la
expresion de Rp-sima y evaluar la funciéon del gen durante el desaroollo

embrionario.

En la mayoria de los embriones obtenidos de la interferencia realizada se
observo un desarrollo embrionario anormal, mostrando severos defectos en el
patrén corporal y altas tasas de letalidad embrionaria. Los fenotipos observados
se pudieron agrupar en 3 clases fenotipicas en funcién del grado de penetrancia

de la técnica, ordenados desde fenotipos severos a leves (Tabla 3).

Tabla 3. Interferencia parental de sima”RNi, Esta tabla indica el nimero y porcentaje de huevos con
fenotipos severos, medianos y leves.

Fenotipos Fenotipos Fenotipos
N° de huevos - - . Deshidratados
SEVEeros medianos leves

—
_ 22 16 2 2 2 -
_ 88 68 3 2 12 3
33 28 2 1 - 2
- 254 208 12 6 18 10

(81.9%) (4.72%) (2.36%) {7.09%) (3.94%)
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De los 254 huevos interferidos, el 81.9% se clasificaron como fenotipo
severo siendo embriones letales que detuvieron su desarrollo tempranamente.
En ellos se pudo observar numerosos defectos de desarrollo que seran
explicados a continuacién. Por un lado, bajo la observacion por lupa y
microscopio optico fue posible distinguir huevos en los que tanto el vitelo como
el embrién se concentraban hacia el extremo anterior (Figura 12, Ey F) o
posterior del mismo (Figura 12, C y D). Muchos de los embriones que se
agruparon dentro de ésta clase fenotipica, se caracterizaron por ser masas
celulares, en las cuales no fue posible distinguir ninguna estructura embrionaria
caracteristica (Figura 12, E y F). Sin embargo, en una gran fraccion de huevos
clasificados como fenotipo severo, exactamente en 128 (el 50,4% del total de
huevos interferidos), no fue posible visualizar ninguna estructura ni tejido
embrionario. Estos poseian un color rosado homogéneo, al igual que los huevos
de 0-24 horas post oviposicion (hpo) en embriones salvajes. Para examinarlos
con mayor detalle y determinar la presencia de embriones en estos huevos, se
procedié a su fijaciobn y posterior tincion con el colorante Hoechst para su
observacion bajo microscopio de fluorescencia. En estos, se pudo observar que
el desarrollo se vio detenido en estadio de blastodermo. El blastodermo de estos
embriones no mostré un patron celular normal, presentando una distribucion
heterogénea de las células embrionarias en toda la superficie del huevo en
comparacion con el patrén conocido para los embriones wt (Figura 13, Ey F).
En otros casos las células embrionarias migraron de forma anormal y
desorganizada, tanto hacia el extremo anterior (Figura 13, C y D) como hacia el
extremo posterior (Figura 13, Ky L). De esta forma, fue habitual observar masas
celulares indiferenciables y no coincidentes con la distribucion normal del
embrion dentro del huevo (Figura 13, F-L). Asi, probablemente en estos fenotipos
severos las células hayan comenzado a migrar, pudiéndose agrupar en algunos
casos formando acumulos celulares, pero fallando tempranamente durante la

gastrulacién, lo cual impidio el correcto desarrollo del embrién.
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Figura 12. Fenotipos severos con embrion y vitelo concentrado hacia un extremo. lzquierda-anterior
del huevo y derecha-posterior del huevo. (A-B) Huevos wt de 14 dias post-oviposicion en vista dorsal (A) y
ventral (B) (Imagenes extraidas de Nazar, 2016). (C-F) Huevos interferidos para sima”fNi de 14 dias post-
oviposicién, en vista ventral (C), dorsal (E) y lateral (D, F). Mientras que en los huevos provenientes de
parentales salvajes es posible visualizar segmentos y estructuras especificas como los ojos, en los huevos
interferidos con sima”RNd¢ |as células embrionarias se condensan hacia el extremo posterior (C, D) o anterior
(E, F). En algunos huevos ademas se visualizan masas celulares mas pigmentadas (E, F).
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Figura 13. Fenotipos severos con distribucidon heterogénea de células embrionarias y formacion de
masas celulares. Tinciéon nuclear fluorescente con Hoechst. Izquierda-anterior del huevo y derecha-
posterior del huevo. (A) Huevo wt de 12-24 horas post-oviposicion (hpo) en estadio de blastodermo. (B)
Embridon wt de 144 hpo (dia 6) al final de la katatrepsis (Imagenes A y B extraidas de Esponda-Behrens,
2013). (C-L) Huevos sima”RNi de 10 dias post-oviposicion en vista dorsal (E, G, K) y lateral (C, D, F, H, I, J,
L). Mientras que en los huevos provenientes de parentales salvajes es posible visualizar el embrién, en los
huevos interferidos con sima”RfNd |as células embrionarias se condensan hacia el extremo anterior (C, D) 0
posterior (K, L). En algunos huevos ademas se visualizan masas celulares hacia la regién anterior del huevo
(F-L).
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Los embriones con fenotipo intermedio (4.72%) se caracterizaron por ser
también letales embrionarios, pero con un grado de desarrollo mas avanzado
que los anteriores. Presentaron estructuras corporales distinguibles, como
cabeza, térax y abdomen, pero mostraron algunas fallas de desarrollo
considerables. A nivel cefalico en la mayoria de ellos se pudo distinguir
claramente una cabeza con sus dos 0jos y antenas, al igual que el clipeo, pero,
a diferencia de los embriones wt, en ninguno de los embriones con fenotipo
intermedio se pudo observar desarrollo de labio, mandibulas y maxilas (Figura
14, A-G). A nivel del térax, los embriones mostraron cambios variables, en
algunos casos perdieron el primer o los primeros dos segmentos y siempre
desarrollaron patas (Figura 14, D-G). En los ejemplares méas aberrantes, los
apéndices no se formaron correctamente y solo se desarrollaron esbozos de los
mismos (Figura 14, B y C). A nivel abdominal, varios embriones mostraron fallas
muy importantes en su estructura, perdiendo muchos de sus segmentos y en
algunos casos manteniendo so6lo cinco de ellos (Figura 14, B y C). Muchos de
los embriones en esta clase fenotipica no cerraron dorsalmente de forma
correcta (Figura 14, D-G) y en muchos de ellos este cierre no fue dorsal, sino
dorso-lateral. Otra caracteristica llamativa en algunos de los embriones es la falta
de segmentacion o de delimitaciébn segmentaria en la cara ventral de los mismos,
lo cual consideramos como un error grave en el establecimiento de ejes

corporales (Figura 14, Dy E).
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Figura 14. Fenotipos intermedios con distintos niveles de malformaciones. (A) Pre-ninfa wt de 10-12
dias post-puesta. (B-B") Embrién interferido para sima con malformaciones severas en vista ventral (B) y
dorsal (B"). Visualizacion con tincion nuclear Hoechst, bajo microscopio fluorescente. Flechas azules
sefialan esbozos de apéndices. (C-C”) Fenotipo sima”fNi con segmentos abdominales fusionados en vista
ventral y dorsal. (D-D") Embrién interferido para sima sin cierre dorsal, en vista ventral y dorsal.

Cb: cabeza. Tx: térax. Abd: abdomen. Lb: labio. A: antena. Cl: clipeo. O: 0jo. T1-3: segmentos toraxicos.
1-10: segmentos abdominales.

El fenotipo leve (2.36%) se atribuyd a embriones que lograron completar su
desarrollo, siendo el Unico fenotipo viable. El rasgo que los caracteriz6 fue su
locomocion erratica y descoordinada sobre superficies planas, dada por una
mala coordinacion de las patas. A su vez, algunas tenian movimientos
involuntarios en sus patas, rapidos y repetidos, que también les impedian
desplazarse normalmente (informacion no mostrada). Es entonces probable que

este fenotipo se deba a fallas a nivel neuromotor en las ninfas interferidas.
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DISCUSION

Factores de transcripcion con motivos bHLH-PAS

En esta tesis se realizd una busqueda y analisis bioinformatico de cuatro
miembros de la familia bHLH-PAS en el genoma de R. prolixus: Rp-single

minded, Rp-similar, Rp-spineless y Rp-tango.

Las proteinas bHLH-PAS comprenden una variada familia de reguladores
transcripcionales con dominios proteicos muy conservados. A través del motivo
bHLH estas proteinas se unen al ADN para regular la transcripcién de diversos
genes y mediante el dominio PAS pueden interactuar con otras proteinas,
formando homodimeros o heterodimeros, que les confieren especificidad
funcional (Crews, 1998; Crews & Fan, 1999; Zelzer et al., 1997).

Las proteinas dentro de esta familia son capaces de mediar una gran
variedad de procesos fisiologicos y del desarrollo. A pesar de participar en
eventos sumamente diferentes podemos distinguir varias similitudes entre ellas.
Un ejemplo de ello lo representa la proteina codificada por el gen tango, la cual
tiene expresion constitutiva y forma heterodimeros con varios miembros de esta
familia, entre ellos sim y Trh cuya expresion se localiza en una regién mas
acotada del embrion, alli donde cumplen su funcién (Isaac & Andrew, 1996;
Nambu et al., 1991). De esta forma, las proteinas bHLH-PAS son capaces de
regular transcripcionalmente numerosos genes, uniéndose a sitios de unién en
regiones promotoras con secuencias similares tipo CME, HRE y XRE (Crews,
1998). Asi, inducen la morfogénesis de tejidos pertenecientes al sistema
nervioso, en el caso de sim y algunas proteinas Npas (Michaelson et al., 2017;
Nambu et al., 1991), y del sistema traqueal o vascular, en el caso de trh y
sima/HIF-a (Ghabrial et al., 2003; Isaac & Andrew, 1996). A su vez, tanto las
células precursoras de la linea media del SNC en Drosophila como las
precursoras del sistema traqueal son derivadas del ectodermo embrionario. Si
bien es evidente que ademas de las proteinas bHLH-PAS requieren factores
reguladores adicionales para generar la especificidad transcripcional de cada
tejido, existe una alta probabilidad de que la linea media del SNC y el sistema

traqueal hayan tenido un origen evolutivo comun (Crews, 1998).
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Aqui, mediante busqueda por similitud de secuencia pudimos identificar
secuencias de alto nivel informativo para varios de los miembros de esta familia
proteica, los cuales muestran alto grado de conservacion genoémico
comparandolo con secuencias correspondientes a genes ortdlogos en otras
especies. Para algunos de estos genes identificados se tuvo que recurrir a la
anotacion y correccion manual de los mismos para obtener un modelo génico.
Rp-sima fue uno de los genes que requirié una anotacion manual. A pesar de
que se pudo localizar un transcripto correspondiente a Rp-sima, no pudimos
encontrar una prediccibn computacional, dentro de los datos disponibles en
VectorBase, que contenga una corta region altamente conservada en insectos
en el extremo 5 del gen. Esta pérdida de informacién podria haber sido
ocasionada durante el proceso de secuenciacion y posterior ensamblado del
scaffold KQ034324 en la nueva version de genoma de R. prolixus publicada en
VectorBase, explicado también por la presencia de una gran regién de baja
complejidad entre las dos porciones del gen identificadas.

Se ha demostrado que las proteinas agrupadas dentro de la familia bHLH-
PAS estan altamente conservadas a nivel dominios funcionales y secuencias
entre mamiferos y D. melanogaster (Crews, 1998). En este sentido, todas estas
proteinas poseen un dominio bHLH localizado entre los primeros 200
aminodacidos de su secuencia y hacia 3" contienen 2 dominios PAS consecutivos.
A partir de los alineamientos multiples realizados en esta tesis fue posible
localizar regiones significativamente conservadas entre R. prolixus y los
ortélogos conocidos para otras especies de insectos y vertebrados,
correspondientes a los dominios funcionales bHLH, PAS-A y PAS-B, sefialando
su importancia para la funcion de la proteina. Esta conservacion a nivel de
similitud de secuencia proteica, también se da a nivel topografico, en donde los
dominios bHLH y PAS se encuentran localizados relativamente en la misma
posicion en todas las especies (Figura 13). Mas alla de la alta similitud de
secuencia en todos los ortélogos analizados, algunas secuencias, puntualmente
la de sim en T. curvispinosus, G. brevipalpis y A. cerana, la de sima en O.
ammon, la secuencia de ss en G. austeni y la de tgo en C. quinquefasciatus y S.
scabiei, no contenian algunas regiones correspondientes a los dominios

estudiados, por lo que posiblemente se encuentren incompletas en la base de
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datos. Esto podria haber influido en su localizacion en el arbol y, por lo tanto, en

nuestro analisis filogenético respectivo.

bHLH PAS-A PAS-B
Rp-sim B C
Dm-sim . .
Mm-Sim1 BN . ||

bHLH PAS-A PAS-B
Rp-Sima .
Dm-Sima B N .
Mm-HIFa - - -

bHLH PAS-A PAS-B
p-Teh B .
Dm-Trh - - -
Mm-Npas3 - - -

bHLH PAS-A PAS-B

Rp-Ss B .
Dm-Ss - - -
Mm-Abr BN N .

bHLH PAS-A PAS-B
Ro-Tao . |
Dm-Tgo - -
Mm-Arnt - - -

Figura 13. Estructura proteica de Single-minded, Similar, Trachealess, Spineless y Tango en R. prolixus y
de sus ortologos en D. melanogaster y M. musculus. Los bloques celestes marcan los dominios bHLH y los
bloques azules los dominios PAS-A y PAS-B, en sus posiciones aproximadas.

Sima como regulador del crecimiento traqueal

Durante esta tesis se investigd el rol de sima en el crecimiento de las
ramificaciones traqueales en ejemplares adultos de R. prolixus, interferidos en
un estadio ninfal previo. Los resultados mostraron que en varios casos las ninfas
murieron post-inyeccion. No se pudo determinar si esto ocurrido por causa del
ARN inyectado o por una cuestiébn mecanica de la técnica y/o el estrés producido
en los insectos. Por otro lado, la mayoria de las ninfas interferidas no lograron
mudar hacia un estadio adulto. Esto posiblemente pueda deberse a fallas en los
procesos fisioldégicos que desencadenan la muda de los insectos, y en funcion
de esto, les impida continuar su crecimiento. A su vez, se ha reportado en
vertebrados y algunos insectos, que, ademas de su funcion en traqueogénesis y
angiogénesis, sima es esencial en diversos procesos del crecimiento y desarrollo
(lyer et al., 1998; Kotch et al., 1999; Lin et al., 2016; Tomita et al., 2003; Valzania

et al., 2018). Si bien la mayoria de las investigaciones apuntan a un rol de sima
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durante la embriogénesis, se trata de eventos del desarrollo; y es por ello que
planteamos la posibilidad de que sima esté implicado directa o indirectamente en
el creciemiento y desarrollo post-embrionario durante estadios ninfales
posteriores, lo cual afectaria por lo tanto el crecimiento de las mismas como fue
observado en este trabajo. Comprobar estos eventos de desregulacion
fisioloégica en el proceso de ecdisis de R. prolixus seria muy interesante de

abordar en un futuro dentro del proyecto.

En mutantes sima de Drosophila, las traqueas terminales no logran
ramificarse bajo condiciones de hipoxia debido a su incapacidad para testear el
requerimiento de oxigeno (Centanin et al., 2008). Cuando las ninfas de R.
prolixus mudan a un estadio adulto aumentan su tamafio corporal y por ende el
namero celular es mayor. Su sistema traqueal debe extenderse para cubrir el
mayor requerimiento de oxigeno que presenta, lo cual seria una situacion similar
a una condicion de hipoxia. Siguiendo este razonamiento, nuestros resultados
concuerdan con la evidencia previa, ya que el adulto interferido para sima
presenta menor cantidad de las ramas traqueales terminales en comparacion
con un adulto wt. Mas alla de que el fenotipo obtenido es muy claro y nos da
fuertes indicios de la funcion de Rp-sima en la tragueogénesis en periodos
intermuda, no podemos confirmar esto debido a la significancia del experimento,
donde solo un ejemplar presentd estos cambios fenotipicos. Por otro lado, en
esta tesis nos hemos enfocado en analizar los cambios en las ramificaciones
traqueales de la epidermis dorsal como un subsistema de un sistema mas
grande, y no podemos dejar de lado que estos cambios estén también ocurriendo
en el sistema traqueal en general. A pesar de ello, estos resultados representan
un primer acercamiento de la funcién del gen similar sobre el sistema traqueal
en R. prolixus, respaldada por evidencias ya reportadas en otras especies
(Centanin et al., 2008).

De esta forma, a futuro sera necesario una profundizacion en este aspecto,
repitiendo estos ensayos para aumentar el numero de ejemplares interferidos y
asi poder terminar de confirmar la funcionalidad de Rp-sima, tanto en el sistema

traqueal como en el crecimiento general del organismo.
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Rol de sima en el desarrollo embrionario

El requerimiento de oxigeno en las células embrionarias se ve
incrementado a lo largo de la embriogénesis y es aun mayor en el interior del
embridn; por ende, sima juega un papel fundamental durante este proceso. A
medida que avanzan los estadios, una mayor proporcion de sima se localiza en
los nucleos celulares, y esto se acentlia cuando las condiciones del medio son
hipoxicas (Dekanty et al., 2005). A su vez, andlisis en ratones knockout revelaron
que HIF-1 alpha (homélogo de sima) es esencial en procesos del desarrollo
embrionario y post-embrionario. Participa en la formacion del cerebro, corazon,
vasculatura, cartilagos y placenta (lyer et al., 1998; Kotch et al., 1999; Schipani
et al., 2001; Tomita et al., 2003). La ausencia de la expresion del gen detiene el
crecimiento y origina embriones letales acompafiados de importantes
malformaciones. Asimismo funciones homadlogas fueron reportadas en especies
de insectos, como Aedes aegypti donde la presencia de HIF-a es necesaria para
el crecimiento larval (Valzania et al., 2018).

Sin embargo, en contraste a lo mencionado anteriormente, sima en
Drosophila juega un papel diferente. Los mutantes con pérdida de funcion son
completamente viables en normoxia, pero su desarrollo se ve afectado en
condiciones de hipoxia (Centanin et al., 2005; Romero et al., 2007). Ademas, la
sobreexpresion de HIF1-a en el SNC de moscas transgénicas produce letalidad
embrionaria temprana (Ma & Haddad, 1999). Por otro lado, los alelos mutantes
para fatiga provocan letalidad en normoxia y los doble mutantes sima fatiga son
viables en la misma condicion (Centanin et al., 2005). Todas estas evidencias
indican que, en concentraciones adecuadas de oxigeno, sima actia como
regulador negativo del desarrollo embrionario en Drosophila, y Fatiga se encarga
de disminuir sus niveles a fin de promover la embriogénesis normalmente. Cabe
mencionar que, si bien los fenotipos de D. melanogaster obtenidos luego de la
sobreexpresion de HIF1-a son ciertamente embrionarios letales, no hay una

caracterizacion detallada de los mismos (Ma & Haddad, 1999).

En este trabajo se obtuvo embriones interferidos para sima en R. prolixus
y, debido a los diferentes niveles de penetrancia de la técnica, se consiguio

analizar detalladamente estos fenotipos. El alto porcentaje de embriones letales
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embrionarios (83%) observado sugiereque sima cumple una funcion importante
durante la embriogénesis en R. prolixus, como ocurre en vertebrados y algunos

insectos, excepto en Drosophila.

Curiosamente, existen varias similitudes entre los fenotipos interferidos
para sima y los observados en embriones interferidos para los genes dorsal y
Toll en R. prolixus, los cuales actian sobre el establecimiento del eje
dorsoventral (DV) (Pagola, 2012). En la mayoria de los fenotipos para dorsal su
desarrollo se detiene tempranamente, llegando a formar masas celulares
pigmentadas en muchos casos. A su vez, algunos de ellos desarrollan embriones
con aparente dorsalizacion, y s6lo un pequefio porcentaje forma parcialmente la
cabeza con ocelos y apéndices indiferenciados. En los fenotipos para Toll gran
parte detiene su desarrollo en estadios tempranos, algunos llegando a formar
masas celulares sin estructuras reconocibles. En estos experimentos los huevos
TollARNI resultaron ser sistematicamente mas cortos que los huevos wt. Sélo
algunos fenotipos Toll desarrollaron embriones con distintos grados de
malformaciones, desde patrones de segmentacion deficientes en torax y
abdomen hasta malformaciones en los apéndices bucales. A partir de estos
datos podemos inferir que los fenotipos previamente detallados presentan
rasgos comunes con los observados en este trabajo para sima. Defectos en la
gastrulacién temprana fueron evidentes en la mayoria de los huevos interferidos
asi como también la formacién de masas celulares pigmentadas sin estructuras
distinguibles. A su vez nuestros resultados también mostraron embriones con
malformaciones extremas, como errores graves en la segmentacion de térax y
abdomen principalmente. Ademas, la diferenciacion parcial de la cabeza fue
también un rasgo compartido. Por lo tanto, esto indica que sima, al igual que
dorsal y Toll, podrian tener una influencia, ya sea directa o indirecta, sobre la
embriogénesis temprana en R. prolixus, mas puntualmente en la determinacion

del eje dorso-ventral.
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En conclusion, en esta tesis logramos una aproximacion a la funcién de
sima tanto en la remodelacién traqueal en periodos intermuda como durante la
embriogénesis de R. prolixus. No fue posible evidenciar la funcion de sima en la
traqueogénesis temprana debido a la severidad y letalidad de los fenotipos
obtenidos; sin embargo, a lo largo de este analisis fue posible determinar que
sima, debido a su accion como sensor de oxigeno ambiental, es capaz de inducir
traqueogénesis en estadios ninfales avanzados y, mas aun, de participar en
mecanismos que influyen sobre el crecimiento y desarrollo embrionario de R.
prolixus.
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