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1. INTRODUCCION

1.1 Embriologia de insectos
Desde los primeros estudios sobre la embriogénesis en insectos, realizados por
Krause en 1939, se observd que el plan corporal de este grupo de artropodos se
encuentra altamente conservado, siguiendo un patrén compuesto por cabeza, torax y
abdomen. Este nivel de conservacion no se observa tan claramente durante el desarrollo
embrionario, el cual es altamente diverso aunque da origen a este mismo patrén

corporal.

La embriogénesis comienza con repetidas divisiones nucleares pero sin division del
citoplasma del cigoto, formandose un gran sincitio. Luego los nucleos migran a la
periferia y forman el blastodermo, el cual en un principio es sincitial y luego se
celulariza formando el blastodermo celularizado. Més alla del estadio de blastodermo, la
embriogénesis entre los insectos varia de forma sustancial respecto a como y cuando el
patron corporal segmentado se modela. Para describir las diferencias al respecto de
cuando se modela, tres grandes grupos son reconocidos: los insectos con embriogénesis
de banda germinal corta, intermedia y larga (Krause, 1939; Davis et al., 2002). Esta
denominacion es actualmente utilizada para describir tanto el tamafio inicial del
rudimento embrionario como las diferencias en la embriologia, pero la terminologia
original fue introducida en los primeros estudios realizados por Krause en 1939, el cual
nombré como “kleinkeim” y “grosskeim” (rudimento embrionario pequefio y grande,
respectivamente) a los distintos tamafios del embrién temprano en comparacion con el
tamafio del huevo entero, y con los términos “kurzkeim”, “halbangkeim” y “langkeim”
(banda germinal corta, intermedia y larga) marcé la diferencia en la embriogénesis,
basandose en el nimero de segmentos especificados en el rudimento embrionario antes

de la gastrulacion (Krause, 1939; Tautz et al., 1994).



Cuando hacemos referencia a insectos de banda germinal larga, por ejemplo
Drosophila melanogaster, notamos que todos los segmentos son especificados, de
manera simultanea, dentro del estadio de blastodermo en un entorno sincitial, y que los
tres tagmas (cabeza, torax y abdomen) tienen proporciones muy similares en la larva y
el adulto. En cambio, en los insectos de banda germinal corta, por ejemplo Sphenarium
purpurascens, solo los segmentos de la cabeza son especificados en el blastodermo,
mientras que los restantes tagmas (0 segmentos del térax y abdomen) son formados de
manera progresiva, a partir de una zona de crecimiento localizada en la region posterior,
luego de que el proceso de gastrulacion se lleve a cabo; en otras palabras, existe una
segunda fase de crecimiento de la banda germinal acoplada con la especificacion
secuencial de los segmentos mas posteriores (Sander, 1981). Estos términos se supone
que representan polos opuestos de un continuo, donde entre ellos existen insectos con
embriogénesis de banda germinal intermedia, por ejemplo Rhodnius prolixus, en los
cuales el nimero de segmentos establecidos en el blastodermo es mayor que en los de
banda germinal corta, pero menor que en los de banda germinal larga (Davis et al.,

2002).

El desarrollo embrionario del tipo de banda germinal larga se considera como
evolutivamente derivado, ya que este tipo de embriogénesis esta restringida a los
insectos holometabolos mas derivados, como dipteros o himendpteros; en cambio el
tipo de banda germinal corta e intermedia se encuentra altamente representado en los
ordenes mas basales de insectos (Liu, 2005). Paradogjicamente, los procesos de
desarrollo, incluido la segmentacion, han sido mayormente estudiados en organismos de
banda germinal larga, como D. melanogaster donde los segmentos del embrion se
especifican en un entorno sincitial permitiendo una rapida y facil difusion de los

distintos factores, estableciéndose gradientes que determinan la identidad de cada regién



en el embrion (Rivera-Pomar et al., 1996). En los insectos de banda germinal
corta/intermedia al no encontrarse en un entorno sincitial durante el proceso de
segmentacion, la especificacion se da por las interacciones de los factores con proteinas
ancladas en la membrana activando vias de sefializacion, de esta forma como producto
de la expresion génica diferencial en cada segmento en formacion, cada uno obtiene una

identidad corporal determinada (Davis et al., 2002).
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Figura 1: A. Banda germinal corta donde se encuentran especificados el acron, los primeros segmentos de la cabeza, la
zona de crecimiento y el telson, la diferencia con la banda germinal intermedia es que en este estadio se especifican
todos los segmentos de la cabeza y térax (Rhodnius prolixus). B. Banda germinal larga donde desde un principio se
especifican todos los segmentos del cuerpo con las proporciones que posteriormente presentara la larva (D.
melanogaster) (Tomado de Pagola, 2012).

1.2 Desarrollo embrionario del organismo modelo, Drosophila

melanogaster.




Los embriones tempranos de Drosophila melanogaster estan organizados en
gradientes y bandas de expresion génica, los cuales proporcionan la informacion para
establecer la polaridad anteroposterior, dorsoventral y el eje izquierda-derecha que

establecen un esbozo de la morfologia adulta.

El ovocito se desarrolla junto a células nodrizas y se encuentra rodeado por una
monocapa de células foliculares somaticas. Ambos tipos celulares proporcionan al
ovocito los constituyentes citoplasmaticos, ARN mensajeros y proteinas preformados y
procedentes de la madre, ademas de una serie de determinantes especificos necesarios
para la formacién del patron inicial del embridn. Los factores aportados por las células
foliculares promueven la secrecién de factores de desarrollo que se asocian a la
superficie extracelular del embrién, donde se generan las sefiales que activan receptores

transmembranas en posiciones restringidas (St Johnston et al., 1992).

La informacion posicional generada durante la ovogénesis se mantiene a lo largo del
desarrollo del embrién. Tras la fertilizacion, comienzan una serie de divisiones
nucleares sin citocinesis donde el citoplasma del embrién se encuentra ya polarizado.
Esta subdivision inicial del blastodermo sincitial se encuentra regulada por cuatro
sistemas de control materno: el sistema anterior, posterior, terminal y dorsoventral. El
sistema anterior determina la regiéon del embrion que da lugar a la cabeza y el térax, el
posterior especifica la region del abdomen y la linea germinal, y el terminal especifica
las regiones no segmentadas que se encuentran en los dos extremos del embrion: acron
y telson (Degelmann et al., 1986; Driever et al., 1988a; Driever et al., 1988b; Klingler

et al., 1988; Lehmann et al., 1987).

La actividad de estos factores maternos genera una distribucién de factores de

transcripcion a lo largo de los ejes generando futuras coordenadas espaciales en el



embrion (Rivera-Pomar et al., 1996). Ademas de este grupo de genes conocidos como
genes maternos, participan otros genes en la formacion de las unidades metaméricas y la
especificacion de los segmentos; los genes de segmentacion, que determinan el nimero
y la polaridad correcta de unidades metaméricas (Rivera-Pomar et al., 1996) y los genes
selectores homedticos que especifican la identidad de los segmentos (Mann et al.,

2000).

A nivel molecular uno de los primeros factores clave para esta subdivision en
anterior-posterior es la proteina BICOID (BCD). EI ARN mensajero de bcd (gen
materno) es depositado en la region anterior del ovocito y tras la fecundacion forma un
gradiente de proteina regulando varios factores de transcripcion y contribuyendo a la
especificacion de la region anterior (Driever et al., 1988a; Driever et al., 1988b). Por el
contrario el factor posterior codificado por el gen nanos (nos) especifica la regién
posterior para la formacion de la zona abdominal (Lehmann et al., 1987; Wang et al.,
1991) reprimiendo genes anteriores. Asi, por ejemplo, el gen hunchback (hb), se
encuentra activado en la region anterior por BCD y reprimido en posterior por NOS. En
las regiones terminales la activacion localizada de la via de sefializacién de torso (tor),
regula la expresion de los genes gap terminales tailless (tll) y huckebein (hkb) que
inducen la formacion de las estructuras asegmentadas (Degelmann et al., 1986; Klingler

etal., 1988).

De esta manera, la segmentacion se lleva a cabo mediante un proceso jerarquico de
regulacion, donde los genes maternos controlan la expresion de los genes gap y estos
controlan a los de su misma clase y a los grupos que les suceden, en el tercer lugar de
esta jerarquia encontramos a los genes de regla par, que dividen al embrion en unidades
periddicas. La transcripcion de los diferentes genes de regla par resulta en un patron de

franjas de siete bandas verticales perpendiculares al eje anteroposterior, las proteinas
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obtenidas a partir de estos genes activan los genes de polaridad de segmento, cuyos
productos de ARN mensajeros y proteinas dividen al embridon en catorce unidades
segmentarias extensas, estableciendo la periodicidad del embrion. Los productos
proteicos de los genes gap, de regla par y polaridad de segmento interactian para
regular los genes selectores homedticos, cuya transcripcion determina el destino de
desarrollo de cada segmento (Martinez-Arias et al., 1985; Levine et al., 1989). Esta red
regulatoria subdivide el eje anteroposterior en 14 segmentos corporales: 3 segmentos en

la cabeza, 3 segmentos toracicos y 8 segmentos abdominales (Figura 2).

Por otra parte, el sistema dorsoventral controla la polaridad a lo largo del eje
dorsoventral (Morisato et al., 1995), el cual se establece por el gradiente del factor de
transcripcion dorsal (dl), que a diferencia de bicoid (bcd), se forma en un entorno
celular y es establecido como una consecuencia de eventos de sefializacion célula-célula
(Manseau et al., 1989; Price et al., 1989). El evento mas importante en la especificacion
dorsoventral es la translocacion de la proteina DL desde el citoplasma hacia los nucleos
de las células ventrales, solo en estas células se encuentra a DL en el ndcleo; actla
activando o reprimiendo la transcripcion de ciertos genes, como snail (sna), twist (twi),
rhomboid (rho). Si no ingresa al nacleo, los genes responsables para la especificacion
del tipo celular dorsal no son reprimidos y las células llegan a ser especificadas como

dorsales (Rushlow et al., 1989; Roth et al., 1989; Steward, 1987).
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Figura 2: Esquema general del control de la segmentacion anteroposterior por los genes de desarrollo
embrionario en D. melanogaster. A la derecha, una representacién de los patrones de expresion de cada clase
de genes. A la izquierda, una representacion de las clases de genes que especifican el patrén antero-posterior
del cuerpo v las relaciones regulatorias entre ellos, ademas dentro de cada jerarquia regulan otros genes de la
misma clase (Tomado de Pagola, 2012).

1.3 Gendmicay transcriptomica de insectos.

El genoma es la totalidad de la informacion genética que posee un organismo o
una especie en particular. Uno de los mayores avances de la biologia en los ultimos
tiempos fue la secuenciacion y decodificacion del genoma de diversos organismos. Esto
fue posible gracias a la aparicion de la gendmica como una disciplina independiente
dentro de la genética y a las innovaciones tecnoldgicas. La genomica involucra el
estudio del total de la informacién contenida en el ADN. Esta, junto al conocimiento de
la genética y el genoma de un organismo modelo, como D. melanogaster, permitid
aplicar sus técnicas y herramientas al estudio de otros grupos de insectos (Evans et al.,
2003; Heckel, 2003). El desarrollo de la genémica tiene un gran impacto en la

entomologia basica contribuyendo a comprender mejor la evolucion y taxonomia de un
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grupo, asi como en la entomologia aplicada, en relacion con el control de plagas o el

mejoramiento de insectos beneficiosos (Liu et al., 2005).

El conjunto de genes expresados a partir de un genoma, y su nivel de expresion, se
denomina transcriptoma. A diferencia del genoma, que es esencialmente una entidad
estatica, el transcriptoma puede se modulado tanto por factores internos como externos
(Velculescu et al., 1997). El entendimiento del mismo es esencial para la interpretacion
de los elementos funcionales de un genoma, y para revelar los constituyentes
moleculares de las células, los tejidos y 6rganos (Wang et al., 2009). En el caso de
genomas de organismos no convencionales, es usual secuenciar el transcriptoma para

obtener la maxima informacion del genoma expresado. Este es el caso de este trabajo.

1.4 Secuenciacion masiva del ARN (ARN-seq).

La secuenciacion masiva de ADN copia es una técnica que nos permite llevar a cabo
la caracterizacién del transcriptoma de un organismo de forma rapida; sélo se analizan
las secuencias que se estan transcribiendo. Tradicionalmente, los proyectos de
transcriptomica se basaban en la secuenciacion de EST (Expressed sequence tags) que
representan secuencias de los extremos 5’ y 3’ de RNA mensajeros y abarcan un estado
particular del transcriptoma en un tejido u organismo en un momento fisioldgico o
estadio del ciclo de vida determinado. Este tipo de secuenciacion permitié obtener
informacién e investigar el nivel de la expresidon génica, identificar algunos casos de
splicing alternativo y genes, entre otras mas, pero con la aparicion y avance del
desarrollo de la tecnologia de secuenciacion de nueva generacion ha sido sustituido, ya
gue esta Ultima permite obtener una cobertura mayor del transcriptoma (Liu et al.,

2013).



Una de las consecuencias de la secuenciacion masiva es la generacion de cientos de
miles de secuencias en paralelo de no méas de unos cientos de nucleétidos. Esto requiere

una alta capacidad de coOmputo que permita ensamblar esas secuencias “dispersas”

(Wolf, 2013).

Los dos métodos de secuenciacion masiva mas usados son la pirosecuenciacion y el
método de PCR en puente (Bridge PCR). Una revision detallada de dichos métodos

puede encontrarse en Nagalakshmi et al., 2008.

La utilizacion de tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento para la
caracterizacion del contenido y de la cantidad de ARN en una muestra dada se lo
denomina ARNSseq. Proporciona algunas ventajas con respecto a las otras tecnologias,
como por ejemplo, no se limita a la deteccion de transcriptos que corresponden a una
secuencia gendmica ya conocida; presentan muy poco ruido de fondo, si es que lo hay,
debido a que cada secuencia mapea en una Unica region del genoma sin ambigliedades;
no presentan un limite maximo para la cuantificacion, ya que se correlaciona con el
namero de lecturas obtenidas; muestras pequefias de ARN son suficientes para ser
analizadas por esta tecnologia, debido a que no existen pasos de clonacion (Wang et al.,

2009).

En este trabajo se realizd la secuenciacion con la tecnologia de pirosecuenciacion
454 de Roche, el cual tiene la capacidad de generar lecturas de un tamario aproximado
de 700 pares de bases. Estas luego se ensamblaron utilizando el programa Newbler,
teniendo en cuenta la superposicion de bases de las secuencias que existen; cuando la
region de superposicion es significativa (minimo 40pb) se forman los contigs, los cuales
podrian pensarse como exones 0 conjuntos de exones, producto de un mismo evento de

transcripcion y splicing; un grupo de contigs en particular, que forman un continuo, se



denomina isotig, el cual representa un posible transcripto. Los singletons son las
lecturas Unicas de buena calidad que no presentan superposicion significativa con
ninguna otra lectura, por lo que no pueden ser incorporados a ningun contig (Ewen-

Campen et al., 2011).

1.5 Sistema de descubrimiento de genes.

Aunque el transcriptoma de estas cuatro especies de triatominos, Triatoma infestans,
Triatoma dimidiata, Triatoma pallidipennis y Rhodnius prolixus, se encuentra
secuenciado poco se conoce acerca de qué genes regulan su desarrollo; a su vez, existen

muy pocas descripciones sobre el desarrollo de los mismos.

Una de las disciplinas que proporciona una via para lograr conocer la genética del
desarrollo embrionario de los triatominos es la gendmica comparada, se basa en un
analisis comparativo de los genomas/transcriptomas de las especies con bases de datos
referentes, en este caso, compuesta por genes del desarrollo embrionario de D.
melanogaster, el cual es el organismo modelo genético para estudios de biologia del
desarrollo, para poder identificar los genes que se expresan en los triatominos, y asi
comprender en mas detalle el funcionamiento de los genomas y como esta informacién

es interpretada para dar origen a una morfologia particular.

Para llevar a cabo este analisis se plantea como hipotesis que varios de los genes del
desarrollo de D. melanogaster estan altamente conservados en las cuatro especies de
triatominos. Por homologia de secuencia, utilizando el algoritmo TBLASTN (Altschul
et al., 1990), se determina si tales genes, de la base de datos, se encuentran

representados en tales especies (Behura et al., 2011).
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Por homologia de secuencia se entiende a la situacion en la que las secuencias de
dos 0 mas proteinas o acidos nucleicos son similares entre si debido a que presentan un
mismo origen evolutivo. Usualmente se puede concluir que dos secuencias son
homologas sobre la base de la alta similitud que las mismas presentan. No obstante, la
similitud de secuencias es un resultado que proviene directamente de la observacion,
mientras que la homologia es una interpretacion de que una alta similitud entre dos

secuencias se debe a que las mismas poseen un origen comun (Pellegrini et al., 1999).

Los datos obtenidos a partir de este analisis, en este trabajo se organizaron en vias de
sefializacion y procesos que se sabe que intervienen en el desarrollo embrionario de D.
melanogaster. Las vias que se eligieron para ser analizadas fueron, JAK/STAT, Toll-
dorsal, hedgehog, Notch y Wnt; los procesos fueron, segmentacion antero-posterior y

dorsoventral, ovogénesis y, como modelo de organogénesis, el desarrollo de traqueas.

1.6 Gendmica de triatominos.

Rhodnius prolixus es un insecto hemimetabolo perteneciente a la familia Reduviidae
nativo del continente Americano (Schofield et al., 2009). Dentro de esta familia, los
géneros Rhodnius, Panstrongylus y Triatoma son los méas importantes vectores de la
enfermedad del Chagas (Chagas, 1909; Dias et al., 2002a; Dias et al., 2002b; Kollien et
al., 2000; Coura JR et al., 2012; Garcia et al., 2004). En Argentina la enfermedad es
transmitida por Triatoma infestans, y se estima que existen aproximadamente 2.300.000
enfermos de Chagas (Vazquez-Prokopec et al., 2012). Debido a que R. prolixus presenta
un ciclo de vida mas corto que otros triatominos se ha convertido en un sistema de

estudio mas adecuado para el trabajo de laboratorio, constituyendo un excelente modelo
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para estudios en fisiologia, biologia celular y reproduccion y, a partir de la

secuenciacion de su genoma, en un modelo de la biologia del desarrollo.

El genoma de Rhodnius prolixus fue secuenciado por un consorcio internacional y
realizado en el Genome Sequencing Center (WUSGC) de la University School of
Medicine, Washington. Las lecturas que se obtuvieron a partir de la clonacién llevada a
cabo en vectores plasmidicos y en vectores Bac (Artificial Bacterial Chromosome), y
por pirosecuenciacion 454, fueron ensambladas utilizando el ensamblador CABOG.
Para llevar a cabo esto, como material de partida se utilizd6 material suministrado por
una colonia establecida en Center for Disease Control en Atlanta, Estados Unidos.
Como resultado se obtuvieron 58.560 contigs ensamblados en 27.872 scaffols, con una
longitud total de 702Mb. Los datos obtenidos fueron publicados en GenBank en
diciembre del 2010. Se pudo concluir que el genoma presenta una longitud de
702.648.350 pares de bases, compuesto por 17.143 genes de los cuales 15.429 codifican

para proteina (www.vectorbase.org).

Rhodnius prolixus fue elegido para este proyecto dado que es el triatomino con el
genoma de menor tamafio (Panzera et al., 2007). Sin embrago no es la especie mas
importante como vector de Chagas por lo que el estudio del genoma de otras especies es
importante para comprender fendmenos tales como la capacidad vectorial. Ademas los
estudios comparados de genomas de distintas especies también son importantes para
entender procesos evolutivos, biogeograficos y la conservacion de genes basales para la
definicion bioldgica del grupo. En este trabajo se analizan los transcriptomas de tres
especies, ademas del genoma de R. prolixus con el fin de determinar el grupo de genes

conservados para el desarrollo embrionario.
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1.7 Desarrollo del sistema traqueal en Rhodnius prolixus.

El sistema tragueal en insectos se caracteriza por estar compuesto por una red
tubular continua que se ramifica progresivamente y de manera estereotipada en ramas
mas finas para proporcionar oxigeno a cada 6rgano Yy tejido del cuerpo. El oxigeno entra
en esta red a traves de la apertura superficial del sistema, los espiraculos traqueales, y
difunde a lo largo de las ramas principales hasta alcanzar las ramas terminales
(traqueolas) que se depositan sobre la superficie de todos los tejidos (Wigglesworth,
1972). Este sistema respiratorio es el encargado tanto de la captura como de la

distribucion del oxigeno a todas las partes del cuerpo (Ghabrial et al., 2003).

Los primeros estudios realizados sobre el sistema traqueal fueron iniciados por
Wigglesworth en la década de 1950. Entre sus aportes al tema determind la plasticidad
del sistema traqueal en respuesta a la concentracion de oxigeno que presentan los tejidos
u organos del cuerpo. Arrib6 a esta conclusion realizando experimentos en larvas de
ejemplares de R. prolixus, donde realiz6 una extraccion delicada de varias de las ramas
traqueales que se encontraban proporcionando oxigeno a la mitad del cuarto segmento
abdominal. A pocas horas, observé que hubo una migracién de ramas traqueales al
hemisegmento privado de oxigeno, estas provenian de segmentos adyacentes anteriores,
posteriores y/o laterales (Wigglesworth, 1954). Para estudiar este hecho en profundidad,
llevé a cabo el trasplante de un 6rgano con una alta tasa de consumo de oxigeno a un
hemisegmento privado del mismo y observo que las traqueas de segmentos vecinos
invadian el 6rgano ectépico y suministraban el oxigeno extra que requeria para su alta
tasa metabdlica (Wigglesworth, 1954). Estos experimentos muestran claramente la
capacidad de las traqueas de ejecutar una respuesta compensatoria a la privacion de

oxigeno. Apoyando estos trabajos, Locke reporté la respuesta traqueal por privacion de
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oxigeno en la larva de Calpodes sp. y de Tenebrio molitor, llegando a las mismas

conclusiones que Wigglesworth (Locke, 1958).

Por otra parte se pudo determinar que el surgimiento y la extensién de nuevas
traqueas tiene origen en las células traqueales que se encuentran en el extremo final de
una rama traqueal ya existente, las cuales proliferan y crecen para formar una nueva
columna celular (Wigglesworth, 1954). No se establecen a partir de las traqueolas
preexistentes generadas en estadios anteriores, estas parecen persistir sin cambios, y
funcionales durante toda la vida del insecto. Esto mismo fue observado por Keister

(Keister, 1948) en sus trabajos realizados en el diptero Sciara sp.

El proceso de desarrollo traqueal recibié muy poca atencion durante los estadios
embrionarios, debido principalmente a que en estadios méas avanzados en el desarrollo
se hace mas facil poder observar, a través de la epidermis transparente del insecto, el
sistema traqueal, asi como también es posible realizar tinciones con colorantes para
permitir una mejor visualizacion de la estructura de las ramas traqueales (Wigglesworth,

1950).

Mas alla de que R. prolixus fue uno de los primeros organismos en donde se estudio
el funcionamiento del sistema traqueal, con el surgimiento de D. melanogaster como
modelo de estudio en biologia del desarrollo permitié avanzar en el analisis genético y
morfoldgico del desarrollo traqueal durante la embriogénesis (Manning et al., 1993;

Casanova, 2007).

Sin embargo, pese a la ventaja de otros sistemas para el estudio del sistema traqueal,
la falta de conocimiento de los genes y la carencia de métodos geneticos para su estudio,

no se realizaron avances significativos en esta area fuera de D. melanogaster. Debido a
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que actualmente nada se sabe sobre la genética implicada en la formaciéon y
remodelacion del sistema traqueal en R. prolixus, en este trabajo final de gradose

decidi6 analizar el proceso de formacion de traqueas durante la embriogénesis de este

insecto.
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2. HIPOTESIS

La conservacion de los genes de desarrollo es parcial y la regulacion de los mismos

determina el patron corporal.

3. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general:

Identificar y caracterizar los genes gque son relevantes para el desarrollo embrionario
de cuatro especies de triatominos; Triatoma infestans, Triatoma dimidiata, Triatoma

pallidipennis y Rhodnius prolixus.

2.2 Objetivos especificos:

- ldentificar y anotar los genes implicados en el desarrollo embrionario de los

triatominos.

- Analizar evolutivamente los genes del desarrollo traqueal de Rhodnius prolixus.

- Validar y caracterizar funcionalmente estos genes utilizando la técnica de ARNi

parental.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Cria de R. prolixus en laboratorio.

Los ejemplares machos y hembras de R. prolixus utilizados durante el transcurso de
esta tesis fueron obtenidos a partir de una colonia establecida en el Centro de
Bioinvestigaciones (CeBio-UNNOBA/CICBA). En el laboratorio, estos son criados en
recipientes de plastico, de boca ancha y de paredes lisas, cuyas tapas son reemplazadas

por una malla de nylon muy fina que facilita su alimentacion.

Los insectos se criaron a una temperatura de 28+/- 1°C, una humedad relativa de 45-

50%, y con fotoperiodo regulado (luz/oscuridad de 12:12 hs.).

Dado que estos insectos son hemat6fagos, para la alimentacion se utilizé un sistema
artificial, el cual consta de un recipiente de vidrio con una cubierta de parafina
facilmente perforable por el sistema suctopicador de los triatominos. La sangre es
mantenida a la temperatura constante de 37°C por recirculacién de aguapor una camisa
que recubre el alimentador. La sangre utilizada fue facilitada por el criadero de porcinos
de INTA Pergamino. La alimentacion se realizd una vez cada 15 dias. En estas

condiciones, la duracién de la embriogénesis es de 14+1 dias.

3.2 Secuenciacion de los transcriptomas de Triatoma infestans, Triatoma

pallidipennis y Triatoma dimidiata.

Recientemente en nuestro laboratorio se sintetizaron y secuenciaron librerias de los
transcriptomas de las tres especies de triatominos nombradas (Dr. Andrés Lavore,

comunicacion personal), en colaboracion con los Dres. Jesus Martinez-Barnetche y

17



Mario Henry Rodriguez del Instituto Nacional de Salud Publica de Meéxico,

Cuernavaca.

La secuenciacion de las librerias se realizO mediante la tecnologia de
pirosecuenciacion utilizando la plataforma 454 GS- FLX (Roche). Posteriormente, las
lecturas obtenidas fueron ensambladas, para lo que se utilizd el programa Newbler
(Roche), teniendo en cuenta la superposicion de base de secuencia que existe entre ellas.
Esto se realizd con el fin de generar isotigs y/o contigs para facilitar la bdsqueda e

identificacion de posibles genes del desarrollo.

3.3 Analisis bioinformatico de genes del desarrollo.

3.3.1 Base de datos.

Como primera instancia se realiz6 una basqueda in-silico de genes gue se expresan
durante el desarrollo embrionario de D. melanogaster reportados en flybase.org; y se
generd una base de datos compuesta por 1.364 secuencias que corresponden a las

proteinas que se expresan a partir de los genes activos durante la embriogénesis.

3.3.2 Busqueda de similitud.

Con los datos obtenidos de la secuenciacién de las tres especies del género Triatoma
y contando con el genoma de R. prolixus, se llevo a cabo un analisis de similitud de

secuencia entre los transcriptomas/genoma de estas cuatro especies y la base de datos
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generada a partir de los genes del desarrollo embrionario descriptos para D.

melanogaster.

Para esto, se utilizo el algoritmo BLAST y la matriz BOLSUMG62. Este programa
compara dos bases de datos, compuestas por secuencias proteicas o nucleotidicas, y
calcula la significancia estadistica de identidad encontrada. El tipo de bdsqueda que se
realizd en este trabajo fue TBLASTN (Altschul et al., 1990), el parametro p establecido

para la misma fue 0.0001 y la busqueda se llevé a cabo de manera local.

3.3.3 Andlisis filogenético de los genes traqueales.

Para la construccién de arboles filogenéticos, en un principio se utiliz6 el programa
BioEdit (Hall, 2004) para generar el alineamiento de las secuencias correspondientes a
los genes involucrados en el desarrollo traqueal (trachealess, breathless, sima y fatiga)
de las cuatro especies de triatominos con los ya identificados en otras especies
secuenciadas. Para generarlos se utilizo el algoritmo ClustalW (Thompson et al., 1994)

y correccién manual.

El analisis filogenético se realiz6 aplicando el algortimo bayesiano, y para esto se
utilizé el software Beast v1.75 (Drummond et al., 2007), estableciendo como
parametros 200.000 generaciones y un burnin de 8. La visualizacién de los arboles se

realizo en itol.embl.de.

3.4 Validacion por PCR.

Para validar las predicciones bioinformaticas se disefiaron oligonucleétidos con el
fin de obtener secuencias para un grupo de genes a través de la utilizacion de la técnica
de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Mullis, 1990)
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3.4.1 Obtencién del molde de ADNc:

3.4.1.1 Extraccion de ARN.

Se recolectaron huevos de R. prolixus a distintos tiempos post ovipuesta, abarcando
todos los estadios del desarrollo embrionario del mismo, blastodermogastrulacion,
formacion de banda germinal y banda germinal extendida, y fueron almacenados en
ARNlater (Ambion) en un tubo Eppendorf. La extraccion de ARN se llevo a cabo
utilizando TRIzol Reagent (Ambion). Como primera medida, se descartd el ARNIlater e
identificd la cantidad de huevo que se obtuvo como material de partida (250 mg). A
partir de este, se agregd 1 ml de TRIzol, y con un mortero de teflon se triturd, hasta
lograr homogeneizar la muestra. Luego se centrifugd a 12.0000 x g durante 10 minutos
a 4°C. Se prosiguié con una fase de separacién, donde se recuperd el sobrenadante
obtenido. Luego se agregaron 200 pl de cloroformo y tras una incubacion de 3 minutos
a temperatura ambiente, se centrifugd a 4°C durante 15 minutos a 12.000 x g.
Nuevamente se recupero6 la fase acuosa, y se le agregé 0,5 ml de isopropanol, con el
objetivo de precipitar el ARN, y luego de una incubacion de 10 minutos en hielo se
centrifug6 durante 14 minutos a una velocidad de 12.000 x g a una temperatura de 4°C.
Como resultado se obtuvo un precipitado formado por ARN, el cual se lavo con 1 ml de
etanol 75%. La muestra se mezclé suavemente en Vortex y se centrifugd durante 5
minutos a 4°C a 7.500 x g. Se descart6 el sobrenadante, se dejo secar el precipitado al

aire, y luego se lo disolvié en agua ultrapura estéril y ultradestilada.

Para evaluar el resultado de la extraccion se sembro 1ul de la muesta de ARN
(previamente incubada a 55°C por 10 minutos) con 3 pl de formamida (inhibidor de
ARNasas) y 2 ul de agua esteril y ultrapura, en un gel de agarosa 1% tefiido con
bromuro de etidio. La corrida electoforética de la muesta se comparé con el marcador

de peso molecular kpb plus (Life Technologies) y con el marcador L1 100pb (PBL).
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La cuantificacidn de la extraccion de ARN se llevd a cabo a través del sistema Qubit

(Life tecnologies).

3.4.1.2 Sintesis de ADNcopia (ADNCc).

Para la produccion de ADNc se utilizo el kit Mint-2 (Evrogen, EE.UU). Se utilizé 3
ul del ARN total extraido y se agregol pl de CDS-Adapter junto con 1 pl de PlugOligo-
Adapter, le siguié una incubacién a 70°C durante 2 minutos y luego a 45°C por 3
minutos. Finalizado este periodo, se le adicionaron 2 pl de 5X First Strand Buffer, 1 pl
de DTT, 1 pl de dNTPs y 1 ul de la enzima Mint Reverse Transcriptase, y se lo incubd
a 45°C por 30 minutos. Se adicion6 5 pl de IP-Solution y se continto la incubacion por
90 minutos a 42°C. Tras este periodo de incubacion, los tubos se colocaron en hielo

para terminar la sintesis de la primera cadena de ADNCc.

La segunda cadena se sintetiz6 con long-distance PCR, se tom0 2 pl de la primera
cadena generada previamente y se le adiciond Sterile RNase-free water, 10X Encyclo
buffer, mix de dNTPs, PCR primer-M1 y 50X. El programa que se utiliz6 para la
amplificacion fue: 1 minuto a 95°C 20 ciclos (15 segundos a 95°C; 20 segundos a
66°C; 35 minutos a 74°C)-> 3 minutos a 74°C. La amplificacion se realizé con el

termociclador Gene Pro Thermal Cycler (Bioer Technology CO., LTD).

Para evaluar el resultado de la reaccién se utilizé un gel de agarosa 1% tefiido con
bromuro de etidio. La muestra se sembr6 conjuntamente al marcador de peso molecular

L1 100pb (PBL).
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3.4.2 Disefo de primers.
Se disefiaron primers especificos con la ayuda del programa onlinePrimer3 (Rozen
et al., 2000) y correccion manual, para poder validar mediante la técnica de PCR las

predicciones bioinformaticas.

Se disefiaron dos poblaciones de primers diferentes: unos con parte del promotor
viral T7 en el extremo 5’ del primer y otros sin ese fragmento de secuencia. Los que
tienen parte del promotor T7 se utilizaron posteriormente para realizar experimentos de
de ARNiI parental mediante transcripcion in vitro (Lavore et al., 2012). Los primers

generados fueron:

trhFw TCAACCCTGACGAAAAGAGG

trhFwT7 CGACTCACTATAGGGTCAACCCTGACGAAAAGAGG
TrhRVT7 CGACTCACTATAGGGGCTGGCAGCAATCCATTATT
btIFw TGAAGGGTAAGCAGGGAGAA

btIFWT7 CGACTCACTATAGGGTGAAGGGTAAGCAGGGAGAA
BtIRVT7 CGACTCACTATAGGGGCCTCGAGCCACTTGGTAT
HphFw CCGAAGTGTTTATTACTGTAG

HphFwT7 CGACTCACTATAGGGCCGAAGTGTTTATTACTGTAG
HphRVT7 CGACTCACTATAGGGGTTTACTTCTACCCGCAACA
simaFw CATGGCTCAAGGTGGAGGTT

simaFwT7 CGACTCACTATAGGGCATGGCTCAAGGTGGAGGTT
simaRv CGACTCACTATAGGGTCAGCAGTTCTGGGACCAAA

3.4.3 Amplificaciones por PCR.

Para realizar las amplificaciones por PCR la mezcla de reaccion se compuso por:

Buffer (1X), CloMg (3 mM), DNTPs (25 uM), primer Fw (250 uM), primer Rv (250
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uM), Taq pol 1U, 2-10 ng ADNc como molde y agua estéril y ultrapura. EI programa de
PCR utilizado posee un gradiente de temperaturas de hibridacion (T°a) para asi
determinar la temperatura optima. El programa de amplificacién que se utilizo fue: un
ciclo de 5minutos a 94°C -> 35 ciclos (30 segundos a 94°C > 30 segundos a 52°C

[gradiente 7°] - 35 segundos a 74°C) - 5 minutos a 74°C.

Para cada par de primers se establecié una temperatura de hibridacion (T a) 6ptima
para la amplificacion; para el caso de trh la temperatura de hibridacion utilizada fue
58°C, para btl la temperatura fue 58°C, en el caso de Hph fue de 56°C y para sima la

temperatura de hibridacion fue de 58°C.

El termociclador que se utiliz6 para llevar a cabo las reacciones fue Gene Pro

Thermal Cycler (Bioer Technology CO., LTD).

3.4.4 Clonado en vectores.

Los amplicones obtenidos fueron clonados en el vector pPGEM-T Easy (Promega).
Las bacterias que se utilizaron para la transformacién y clonadofueron las
pertenecientes a la cepa DHS5a (genotipo F— ®80lacZAMI15 A(lacZYA-argF) U169

recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl).

Los clones positivos se analizaron por digestion con enzimas de restriccion y
aquellas que dieron el patron esperado fueron posteriormente secuenciadas (Macrogen

Inc., Corea del Sur).
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35 ARN de interferencia (ARNi) parental.

La técnica de RNAI consiste en la incorporacion, mediante inyeccion,
electroporacion o expresion in vivo, de ARNdc (doble cadena) especifico de un gen
determinado en un organismo, produciendo una inhibicion en la expresion del gen tanto
en el organismo interferido como en su descendencia (Fire et al., 1998; Bucher et al.,
2002; Hunter, 1999; Martinez et al., 2004). El proceso se inicia cuando largas cadenas
de ARNdc son procesadas por la enzima Dicer, generando fragmentos de ARNdc
pequefios que mantienen 19 nucleétidos apareados, pero quedan con 2 nucle6tidos sin
aparear en ambos extremos 3’(Elbashir et al., 2001). A estos fragmentos se los conoce
como ARN pequefios interferentes (ARNpi). Los ARNpi se asocian luego con el
complejo proteico RISC, donde se separan sus hebras (Hammond et al., 2000), la hebra
antisense, unida a RISC, se aparea con su ARN blanco al cual tiene complementariedad
de secuencia. De esta forma, el ARN codificante es degradado por las nucleasas
residentes en el complejo RISC, suprimiendo la expresion del gen (Martinez et al.,

2004).

En el caso de ARNIi parental, los ARNdc se inyectan en las hembras y los fenotipos
se observan en la progenie. El protocolo de RNAI parental utilizado fue desarrollado

recientemente para trabajar en R. prolixus (Lavore et al., 2012; Pagola, 2012).

El ARNdc se sintetiz6 a partir del amplicon de trachealess (trh) obtenido por PCR
con parte de la secuencia del promotor de fagosT7 en el extremo 5", siguiendo la
estrategia de transcripcion in vitro. Para esto se utilizé el kit TranscriptAid T7 High
Yield Trancription (Thermo Scientific). La mix de reaccion para la transcripcién in vitro
fue: agua tratada DEPC, Buffer 5x TrabscriotAid Reaction, mix de rNTPs (100mM), 1

pg de molde del producto de PCR, transcriptasa TranscriptAid Enzyme Mix. La mix se

24



incubd a 37°C por 3 horas. Pasado este periodo, se incorporé DNAasa | junto al Buffer

de ADN y se lo incubd a 37°C por 15 minutos para eliminar el ADN presente.

Luego de esto se siguid con la purificacion para eliminar las proteinas y los restos de
nucleotidos libres; para esto en primer lugar se hizo una extraccién con fenol:
cloroformo y luego precipitacion alcohodlica. EI ARN obtenido se resuspendio en 20 pl

de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) para la inactivacion de ARNasas.

Siguiendo recomendaciones del Kit, para la siembra de los transcriptos de ARN se
realiz6 una dilucion 1:20 de la muestra en agua tratada con DEPCy se utiliz6 como
colorante 2X RNA Loading Dye Solution. La separacion electroforética fue realizada en
agarosa al 1% en buffer TBE y como marcador se utiliz6 Run RiboRuler RNA Ladder
en paralelo a la muestra. La cuantificacion del ARN se realiz0 a partir del analisis de la
fluorescencia registrada con una camara digital y el software ImageJ (Abramoff et al.,

2004).

Ocho hembras virgenes de R. prolixus se inyectaron con 3 ug de ARNdc del gen
trachealess en un volumen de 2 ul. La inyeccion se realizd entre el segundo y tercer
segmento abdominal utilizando una jeringa Hamilton de 5 pl. Luego de la inyeccion se
dejé que las hembras se recuperen del estrés por 48 horas, y posteriormente fueron
alimentadas para estimular el proceso de ovogénesis y colocadas junto con machos para

el apareamiento.

Como control de la interferencia, se inyectaron hembras virgenes con ARNdc
correspondiente al gen [-lactamasa de E. coli bajo las mismas condiciones

experimentales usadas con las hembras interferidas para el gen de interés.
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3.6 Manipulacion de embriones y analisis de fenotipos.

Se recolectaron huevos de las hembras interferidas, asi como también de las de
control, y se realiz6 un seguimiento exhaustivo de su embriogénesis, a través de su

observacién en una lupa Leica MZFLIII.

Durante el transcurso de la embriogénesis, se realiz6 un registro fotografico de todos
los embriones durante las distintas etapas de desarrollo. Se esperd hasta que los
embriones completaran su desarrollo o que detengan su crecimiento para evaluar la
letalidad y/o analizar los fenotipos. En el caso de que el desarrollo se haya detenido, se
procedid a la apertura de los huevos para un anélisis detallado de los embriones. Para
poder evidenciar cambios estructurales en el sistema traqueal, las partes blandas de los
embriones fueron disueltas con hidréxido de potasio al 10% para preparar sus cuticulas
para microscopia. Los fenotipos interferidos se observaron en microscopio
esteroscopico Zeiss Primo Star y la toma de imagenes se realizé con la camara Cmos 5

M (Tucson Inc).
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4. RESULTADOS.
4.1 Secuenciacion de transcriptomas.
A partir de las librerias compuestas por los transcriptomas de Triatoma infestans,
Triatoma dimidiata y Triatoma pallidipennis, se pudo obtener una buena cobertura de
los mismos mediante su secuenciacion utilizando tecnologia de pirosecuenciacion (454

Roche).

Tras el ensamblado de las lecturas obtenidas, se pudieron generar isotig y singletons,
segun presencia de superposicion o no, para darle identidad a los diferentes transcriptos
qgue componen el transcriptoma de cada especie. Como se puede apreciar en la Tabla 1
el set total de datos obtenidos muestra una mayor cobertura de T. infestans, 158.394
lecturas, en comparacidn con las otras dos especies, y existe una mayor representacion
de los transcriptos como singletons en las tres especies, se obtuvo casi el doble en
cantidad de singletons que de isotigs. Los resultados condicen con lo esperado, con
excepciéon de T. pallidipennis que por falta de un completo ensamble presenté una

representacion menor (Figura 3).

Para establecer el grado de cobertura de los transcriptos se analizd el porcentaje del
CEG (Core Eukcaryotic Genome) presente en cada transcriptoma. EI CEG consiste en
una base de datos compuesta por los genes que se consideran que estan presentes en
todas las especies eucariotas secuenciados y sirve como referencia de la cobertura de la
secuenciacion. En nuestro caso se obtuvo un 95.8% de las secuencias del CEG en T.
pallidipennis, un 72,2% en T. infestans y 89,6% en T. dimidiata, lo que indica una

cobertura extensa.

Por otra parte, se llevo a cabo un BLAST utilizando el proteoma de R. prolixus

como referencia, ya que se encuentra secuenciado y ensamblado en su totalidad, con el
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fin de darle mas peso a las lecturas obtenidas y poder constatarlo de una manera mas
fehaciente. Para el caso de T. dimidiata se encontraron 17.327 identidades con el
genoma de referencia, de los cuales el 69,2% del total de ellos se establecié con los
isotigs generados a partir del transcriptoma secuenciado, para T. infestans se
encontraron 18.428 identidades de los cuales el 61,2% del total lo formaban isotigs
correspondientes de la especie y por ultimo para el caso de T. pallidipennis se
encontraron 17.917 identidades, de los cuales solo el 24.2% del total lo formaban los

isotigs correspondientes a la especie.

Tablal: Resultados obtenidos a partir de la secuenciacion de los transcriptomas de los
triatominos por la plataforma 454 Roche. Set total representa la cantidad de lecturas.
T. dimidiata T. infestans T. pallidpennis
Set total 53.836 158.394 47.707
Isotigs 18.423 40.248 5.732
Singletons 35.413 118.146 41.975
CEG hits 403 89.6% | 325 72.2% (431 95.8%
Singletons 285 242 279
Isotigs 236 141 303
BlastX
Match R. prolixus | 17.327 18.428 17.917
Singletons 5343 30,80% |7.160 38,80% [13.573 75.8%
Isotigs 11.984 69,20% [11.268 61,20% (4.344 24.2%
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Figura 3: Gréfico de barras que esquematiza el set total de datos obtenidos para cada especie
secuenciada.

4.2 Genes de desarrollo identificados a partir de la busqueda por similitud en

triatominos.

Una vez que se obtuvieron los datos crudos de la secuenciacion de cada una de las
especies, se llevo a cabo una busqueda por similitud de secuencia para identificar los
genes que participarian en el desarrollo embrionario de las cuatro especies de
triatominos. Para esto se realiz6 un TBLASTN entre la base de datos de los
transcriptomas/ genoma secuenciados y la generada a partir de los genes conocidos que
se expresan en la embriogénesis de D. melanogaster, con el objetivo de poder darle

identidad a las secuencias desconocidas.

Como resultado, se pudo obtener un numero considerablemente grande de
secuencias identificadas, las cuales participarian en el desarrollo embrionario de las

cuatro especies de triatominos. En términos de nimeros, estrictamente hablando, para R.
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prolixus se encontr6 un total de 1.210 identidades, para T. infestans 975, 1.014

identidades para T. dimidiata y 926 para T. pallidipennis (Figura 4).

Como era de esperar T. pallidipennis mostro el menor nimero de identidades ya que
su proceso de ensamblado se encuentra en un estadio parcial y R. prolixus la mayor
cantidad debido a que es la especie que presenta una mayor cobertura del genoma en

comparacion a las otras especies.
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Figura 4: Gréfico de barras de las identidades totales encontradas en las cuatro especies de
triatominos.

Los genes putativos encontrados se organizaron dividiéndolos segun las principales

vias de sefializacion y procesos que se encuentran activos durante la embriogénesis,
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teniendo como referencia para llevar a cabo esta organizacion al organismo modelo D.

melanogaster.

421 Vias de sefalizacion:

Muchas de las vias del desarrollo que se las ha encontrado y estudiado en D.
melanogaster, se conservan evolutivamente en una amplia variedad de especies

animales.

La sefalizacion celular controla diversos procesos bioldgicos determinando el
desarrollo, supervivencia e incluso la muerte en algunos casos. Se encontrd que el
funcionamiento de estas vias es sorprendentemente similar en la mayoria de los
organismos con un origen evolutivo comun mostrandose como un mecanismo celular
importante que regula funciones claves del desarrollo. La falla en componentes de
alguna via de sefializacion puede conducir a problemas en el desarrollo y provocar

enfermedades, como el cancer.

Es por esta razon por la que el estudio de las vias de sefializacion no solamente es
importante para entender el funcionamiento normal de la célula sino que es ademaés de

vital importancia para entender el crecimiento y la actividad de células aberrantes.

Sumado a esto, en nuestro caso también es importante ya que nos permitiria

determinar relaciones evolutivas entre las especies estudiadas.
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4211 ViaJAK/STAT.

La via JAK/STAT es una de las principales vias de sefializacion en eucariotas; fue
identificada primero en vertebrados como mediadora de la respuesta a ciertas citoquinas
y factores de crecimiento, posteriormente se la encontré conservada en invertebrados.
En D. melanogaster, desempefia una variedad de funciones claves en varias etapas
durante la embriogénesis; esta presente en el proceso de segmentacion, el desarrollo del
0jo, el crecimiento celular, la hematopoyesis, la determinacion sexual, y el desarrollo de
traqueas, formacioén de las invaginaciones traqueales y espiraculos posteriores (Castelli-

Gair Hombria et al., 2002).

A su vez, participa en un amplio conjunto de decisiones de desarrollo que incluyen
determinacion del destino celular, migracion celular, polaridad celular planar y

mantenimiento de las células madres (Baeg et al., 2005).

Los componentes centrales de esta via son la proteina quinasa JAK y el factor de
transcripcion STAT. Este ultimo es el efector final de la via y su localizacion varia de
acuerdo al estado de la misma; en células donde la via se encuentra inactiva STAT se
localiza en el citoplasma, en caso contrario, tras la union del ligando de activacion al
receptor que compone la via, se produce la translocacion de STAT al nucleo y la

activacion transcripcional de los genes blanco.

En invertebrados existen muchos ligandos, receptores, quinasas JAK y proteinas
STAT, lo que convierte a esta cascada en una via muy compleja para analizar. Por
suerte en D. melanogaster la via es poco redundante por lo que ofrece un modelo simple
para el estudio (Figura 5). Los componentes principales conocidos son: el receptor
Domeless (Dome), que presenta homologia estructural con los miembros de la familia

de receptores IL-6 en vertebrados; el receptor asociado a la quinasa Janus denominado

32



Hopscotch (Hop); el factor de transcripcion y transductor de la sefial STAT92E vy el
ligando Unpaired (Upd), que es una proteina glicosilada secretada. Los reguladores de
la via identificados son: Su(var)2-10, proteinas inhibidoras de la activacion de los genes
STAT; los miembros de la familia supresora de la sefializacion por citoquinas (SOCS) y
STAM  (Castelli-Gair Hombria et al.,, 2002; Baeg et al, 2005;

http://www.sdbonline.orq).
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Figura 5: Modelo de sefializacion de la via Jak/STAT en D. melanogaster, los circulos con
linea discontinia marcan los genes de la via que fueron identificados en los triatominos
(modificada de Castelli-Gair Hombria et al., 2002).
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A partir del analisis bioinformatico se pudo obtener una buena identificacion de los

genes que componen la via en las cuatro especies de triatominos (Tabla 2)

Tabla 2: Genes identificados de la via JAK/STAT en triatominos. Referencias: R. prolixus
(RP), T. dimidiata (TDIM), T. infestans (TINF) y T. pallidipennis (TPAL).
Via JAK/STAT
RP TDIM TINF TPAL
domeless domeless
hopscotch hopscotch hopscotch hopscotch
STATS2E STATI2E STATI2E
Suppressor of variegation 3-9 |Suppressor of variegation 3-9 |Suppressor of variegation 3-9 [Suppressor of variegation 3-9
Suppressor of variegation 205 |Suppressor of variegation 205 Suppressor of variegation 205
ken and barbie ken and barbie ken and barbie ken and barbie
smt3 smt3 smt3 smt3
Rab-proteins Rab-protein5 Rab-protein5
STAM STAM STAM STAM

Segun su funcion en D. melanogaster, es importante resaltar que en T. infestans y T.
pallidipennis no se pudo identificar el receptor domeless de la via, asi como tampoco el

factor de transcripcion STAT en T. dimidiata.

En ninguno de los triatominos fue posible identificar al ligando de la via Upd.

Con el objetivo de una caracterizacion absoluta de la funcién de cada uno de los
genes que participan en la via, es recomendable visitar el sitio web Interactive Fly

http://www.sdbonline.org/fly/aimain/laahome.htm

4212 ViaWwnt.

La via de sefializacion Wnt de D. melanogaster, en términos generales tiene la
capacidad de dirigir una amplia variedad de respuestas en las células a nivel del
desarrollo, fisiologia y enfermedad. Desempefia un papel fundamental durante el

desarrollo embrionario participando de procesos tales como la determinacion del destino
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celular, la proliferacion, la polaridad celular y la muerte celular, asi como también

durante la adultez en la homeostasis de los tejidos.

Existen dos tipos distintos de sefializacion, la Wnt canonica (clasica) donde se altera
la transcripcion de genes blancos y la no candnica donde la sefial promueve cambios
citoplasmaticos, como por ejemplo en los microfilamentos del citoesqueleto y en los

depdsitos de calcio.

En la célula, la proteina B-catenina se puede localizar en tres sitios distintos; en el
citoplasma, transmembrana o en el nGcleo. Las dos primeras ubicaciones determinan el
papel fisioldgico en el desarrollo y en la homeostasis, la asociacion con la proteina de
adherencia celular E-cadherina; mientras que la fraccion nuclear de B-catenina esta
asociada con la modificacidon transcripcional de los genes regulados por esta via (Du et

al., 2010).

La via de sefalizacion candnica se caracteriza por la entrada al nlcleo de la proteina
citoplasmatica PB-catenina (en D. melanogaster: armadillo (arm)) para modular la
transcripcion de los genes blanco (figura 6). Sin la activacion de la via, p-catenina se
encuentra sujeta a un “ciclo futil” que se caracteriza por su continua sintesis y
destruccion disparado por el complejo de destruccion de la B -catenina, que se compone
de proteinas de andamiaje Axin y Apc y por las quinasas GSK3 (en D. melanogaster
shaggy) y CK1; cuando se produce la activacion de la via, a partir de la unién de los
ligandos pertenecientes a la familia Wnt ( Wnt 1, Wnt5, Wnt4, wingless (wg), otros) con
el receptor transmembrana frizzled (estructura similar a los receptores asociados a la
proteina G), se remueve el complejo Apc; se relocalizan los demas componentes del

complejo a la membrana plasmatica, a través de la proteina dishevelled, quedando libre

35



la B -catenina permitiendo su entrada al nucleo y modulacion de la transcripcion (Saito-

Diaz et al., 2013; Du et al., 2010; http://www.sdbonline.org).

Plasma
membrane

Figura 6: Modelo de la via de sefalizacion Wnt/B-catenina de D. melanogaster los circulos
discontinuos identifican a los genes encontrados en los triatominos (Modificada de Saito-Diaz et al.,
2013).

Con lo que respecta al analisis en la via de sefializacion Wnt se pudo obtener una
completa identificacion de los componentes de la via en el genoma de R. prolixus; esto
gracias a la mayor cobertura de su secuenciacion. Aungue en los otros triatominos

existié una buena representacion (Tabla 3).
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Tabla 3: Identidades obtenidas en los triatominos de la via de sefializacién Wnt.
Referencias: R. prolixus (RP), T. dimidiata (TDIM), T. infestans (TINF) y T. pallidipennis
(TPAL).
Via Wnt

RP TDIM TINF TPAL
Wnt 5 Wnt 5 Wnt 5
Wnt 2 Wnt 2 Wnt 2
frizzled 2 frizzled 2 frizzled 2 frizzled 2
frizzled frizzled frizzled
frizzled 3 frizzled 3 frizzled 3
frizzled 4 frizzled 4 frizzled 4
dishevelled dishevelled
armadillo armadillo armadillo
wingless wingless wingless
ovo/shavenbaby ovo/shavenbaby | ovo/shavenbaby |ovo/shavenbaby
nemo nemo nemo nemo
Axin Axin
notum notum
shaggy shaggy shaggy shaggy
adenomatous polyposis coli-like

Un resultado que llama la atencion es que en el transcriptoma de T. pallidipennis no

se identifico ninguno de los ligandos que activan esta via: wg, Wnt5 o Wnt 2.

Por otro lado, en el transcriptoma de T. dimidiata no se identifico arm, proteina

clave en esta via se sefalizacion.

Para una caracterizacion absoluta de cada uno de los genes revisar Interactive fly

http://www.sdbonline.org/fly/aimain/laahome.htm.

4213 Via Notch.

Esta via se encuentra conservada evolutivamente en el desarrollo embrionario, en la
especificacion del destino celular, y el mantenimiento de las células madres. La via de

sefializacion Notch requiere la interaccion de dos células con la maquinaria de
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procesamiento intracelular en correcto estado para participar por completo en la via. La
sefializacion canonica consiste en la participacion de una celula receptora de la sefal,
que expresa el receptor NOTCH (N) en su superficie y una célula que envia la sefal,
que expresa en su superficie el ligando; para que se lleve a cabo la activacion de la via
es necesario que exista una interaccion fisica- molecular directa entre N y su ligando,

siempre entre células adyacentes.

El receptor N es una proteina transmembrana de simple paso que al interactuar con
su ligando dispara una serie de eventos que conducen a un cambio en la expresion
génica en la célula receptora (Figura 7). Presenta dominio intracelular y dominio
extracelular altamente conservado, cuando se lleva a cabo la interaccién con su ligando
se producen eventos de proteo6lisis, disociacion y degradacion que permiten que el
dominio intracelular se libere y actie como regulador transcripcional promoviendo la
activacion génica. EI dominio extracelular interactia con el ligando, Delta (DI) y
Serrate (Ser) en D. melanogaster, formando un complejo que es endocitado por la
célula que expresa el ligando en su superficie celular, permitiendo asi que la sefial sea

efectiva.

Ademas de estas moléculas principales, existen varias que actian regulando la
sefializacion, algunas de ellas son Supressor of Hairless (Su(H)), histona
acetiltransferasa (Hac), mastermind (mam), entre otras (Wang, 2011; Xu et al., 2012;

http://www.sdbonline.orq)
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Figura 7: Via de sefializacion Notch en D. melanogastercon circulos discontinuos se marcan los
genes identificados en los triatominos (modificada de Xu et al., 2012).

Los componentes de la via de sefializacion de Notch fueron altamente identificados
en las cuatro especies de triatominos, siempre con una mayor representacion en R.
prolixus (Tabla 4). Se encontraron proteinas que participan en la liberacién del dominio
intracelular de N, luego de su unién al ligando, como por ejemplo las codificadas por
Presenilin (Psn), Kuzbanian (kuz); también se identificd a scarbous que codifica para

un ligando de N, inhibidor de la via.

MAM, proteina que participa en la regulacion de la expresién nuclear, sélo fue

identificada en el genoma de R. prolixus.
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Tabla 4: Genes identificados de la via de sefializacion Notch en los triatominos. Referencias:

R. prolixus (RP), T. dimidiata (TDIM), T. infestans (TINF) y T. pallidipennis (TPAL).

Via Notch

RP TDIM TINF TPAL
Delta Delta Delta Delta
Serrate Serrate Serrate
Notch Notch Notch Notch
Supresor Hairless Supresor Hairless
mastermind
Deltex Deltex
Neuralized Neuralized Neuralized
strawberry notch strawberry notch strawberry notch
shaggy shaggy shaggy shaggy
pecanex pecanex
Kuzbanian Kuzbanian Kuzbanian
auxilin auxilin auxilin auxilin
degringolade degringolade
Presenilin Presenilin Presenilin Presenilin
scabrous scabrous scabrous
Groucho Groucho Groucho Groucho

Hairy Hairy

Para una caracterizacion completa de cada uno de los genes identificados de la via,

se puede

visitar

la

pagina

http://www.sdbonline.org/fly/aimain/laahome.htm

4214

Via Hedgehog.

Interactive

Fly

La via de sefializacion Hh (Hedgehog) participa como regulador en el desarrollo

embrionario, como en el desarrollo de los discos imaginales que posteriormente da lugar

a varias de las estructuras del adulto en D. melanogaster (Robbins et al., 2012).
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El ligando que da inicio a esta cascada de sefializacion, HEDGEHOG (HH) en D.
melanogaster, es producido como una proteina precursora que Se procesa
autocataliticamente, dando origen a una proteina truncada con un dominio de
sefializacion N-terminal, el cual es modificado con la adicion de molécula de colesterol
en el extremo C del mismo. Para la produccion y distribucion de la proteina HH se
requieren de la particiacion de 2 proteinas: SKUNNY HEDGEHOG (SKI) y

DISPATCHED (DISP) (Figura 8) (Jacob et al., 2007).

La sefial de activacién de la cascada se da cuando HH se une al receptor
transmembrana PATCHED (PTC) y promueve la eliminacion de la represion a cargo de
SMOOTHENED (SMO), proteina perteneciente a la superfamilia de los receptores

acoplados a la proteina G.

SMO regula la actividad y la abundancia del factor de transcripcion CUBITUS
INTERRUPTUS (CI) con el fin de modular la expresion de un conjunto especifico de
genes target HH. La regulacion a cargo de SMO se lleva a cabo a traves de una serie de
complejos de proteinas asociadas a la membrana que contienen proteinas quinasas y
proteinas supresoras: FUSED (quinasa), COSTAL2 y SUPPRESSOR OF FUSED
(SUFU). En ausencia del ligando HH, COSTALZ2 promueve el clivaje proteolitico de Cl
convirtiéndolo en su forma represora; con la presencia del ligando, este evento de
protedlisis es inhibido y CI se encuentra en su forma activa para dar inicio a la
regulacion de la expresion de los genes target de la via. Como regulador positivo de la
via se encuentra la proteina transmembrana INTERFERENCE HEDGEHOG (IHOG)

(VanHook, 2011; Robbins et al., 2012).
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Figura 8: Via de sefializacion candnica Hh en D. melanogaster. Con circulos con lineas discontinuas se
marcan los genes identificados en los triatominos. (Imagén modificada de Robbins et al., 2012).

Se identificaron varios de los genes centrales de la via en las cuatro especies de
triatominos; aunque R. prolixus, fue el triatomino con mayor cantidad de identidad de

genes asignados (Tabla 5).
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Tabla 5: Genes identificados de la via de sefializacion Hh en los triatominos. Referencias: R. prolixus
(RP), T. dimidiata (TDIM), T. infestans (TINF) y T. pallidipennis (TPAL).

Via Hedgehog

RP TDIM TINF TPAL
interferente interferente interferente interferente
hedgehog hedgehog hedgehog hedgehog
Hedgehog Hedgehog Hedgehog Hedgehog
Smoothened Smoothened Smoothened

Fused Fused Fused Fused

Suppressor of Fused Suppressor of Fused
Costal-2 Costal-2 Costal-2 Costal-2

cubitus interruptus cubitus interruptus cubitus interruptus cubitus interruptus
Dispatched

Roadkill roadkill roadkill roadkill

Algo interesante para aclarar, es que el gen Disp, el cual, segin su funcién conocida
en D. melanogaster, es necesario para la liberacion de la proteina HH para que se dé
inicio a la cascada de sefializacion, fue uUnicamente identificado por similitud de
secuencia en R. prolixus. Por otra parte el gen Ptc que codifica para el receptor de la via

no fue identificado en ninguno de los triatominos.

Para una caracterizacion completa de cada uno de los genes identificados de la via,

se puede visitar la pagina Interactive Fly

http://www.sdbonline.org/fly/aimain/laahome.htm.

4215 Via Toll-Dorsal.

La funcion mejor caracterizada de la via Toll-Dorsal en D. melanogaster es su
participacion en el establecimiento del patrén dorso-ventral del embrion; ademas, se la
ha identificado en procesos presentes en estadios mas tardios del desarrollo, como en la

respuesta inmune, en los movimientos morfogenéticos y en el desarrollo muscular.
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La via (Figura 9) esta compuesta por 12 genes de efecto materno, denominados
genes del grupo dorsal que controlan el patrén dorso-ventral inicial del embrién. El
receptor transmembrana TOLL (TL) se une a su ligando SPATZLE (SPZ) y da
comienzo a la cascada de sefializacion que culmina con la entrada de DORSAL (DL) al
nucleo celular y la activacion de genes que llevan a la ventralizacién celular. DL es un
factor de transcripcion que tiene ubicacion tanto nuclear como citomplasmatica, su

entrada al nacleo especifica el patron ventral de la célula (Belvin et al., 1996).
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Figura 9: Via de transduccion de la cascada Toll-dorsal, desde el inicio en la membrana
vitelina hasta llegar al ntcleo celular en D. melanogaster (Belvin et al., 1996).

Se puede ver que en R. prolixus se identifico la totalidad de los genes que componen

la via de sefializacion Toll-Dorsal (Tabla 6).
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Tabla 6: Genes identificados de la via Toll-Drosal en triatominos. Referencias: R. prolixus (RP), T.
dimidiata (TDIM), T. infestans (TINF) y T. pallidipennis (TPAL).
Via Toll- Dorsal
RP TDIM TINF TPAL
Toll Toll Toll
Pelle Pelle Pelle Pelle
Cactus Cactus Cactus Cactus
Dorsal Dorsal
Spatzle Spatzle
Snake Snake Snake Snake
gastrulation defective | gastrulation defective gastrulation defective
Easter Easter Easter Easter
windbeutel windbeutel windbeutel windbeutel
Toll-8 Toll-8 Toll-8 Toll-8
Nudel Nudel Nudel Nudel
Pipe Pipe Pipe Pipe
tube

Algo que merece ser remarcado es que en los transcriptomas de T. dimidiata y T.
pallidipennis no se logré identificar a dl, el cual codifica el factor de transcripcion
central de la via; asi como tampoco se encontro el receptor TL y su ligando SPZ en el

transcriptoma de T. infestans.

Para un completo andlisis de la funcién de cada uno de los genes que componen la

via, es recomendable acceder al sitio web Interactive

Fly.http://www.sdbonline.org/fly/aimain/laahome.htm

Para visualizar los datos obtenidos para cada una de las vias de sefializacion en las
cuatro especies de triatominos se realizd un grafico de barras comparando las

identidades obtenidas para complementar el analisis realizado (Figura 10).
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Figura 10: Gréafico de barras que compara las identidades obtenidas en las 4 especies analizadas.
Saobre el eje de las x se puede observar las diferentes vias y sobre el eje de las y la cantidad de
identidades encontradas para cada via en cada especie.
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4.2.2 Procesos del desarrollo.

A pesar de la gran variedad de modos de desarrollo embrionario y formas finales
encontradas en los animales, las redes regulatorias y factores de transcripcion que dan
origen a los ejes anteroposterior y dorsoventral, asi como también los que dan lugar a
procesos de organogenesis se encuentran muy conservados. Sabiendo esto, comienzan a
surgir las preguntas de, ¢cémo estas redes regulatorias tan conservadas crean tanta
diversidad morfologica, se adaptan a nuevos ambientes? y ;de qué manera las
novedades evolutivas se incorporan en un sistema de patronamiento ya establecido?
Para esto es necesario establecer las bases, delimitando in- silico que genes participan
en los procesos, para posteriormente realizar analisis funcionales que permitan validar

lo predicho.

4.2.2.1  Ovogeénesis.

La estructura del aparato reproductor femenino de insectos es variable, ya que estos
son un grupo altamente diversificado. Como caracteristica comin observamos, que los
ovarios son dos y simétricos respecto de un eje longitudinal, y que cada uno de ellos
estd formado por estructuras tubulares denominadas ovariolas, cuyo numero es especie-
especifico. Las estructuras mas tipicas de ovarios son, los ovarios meroisticos y los
panoisticos que se diferencian por la ausencia o presencia, respectivamente, de células
nodrizas; y por lo tanto en el desarrollo de la ovogénesis (Figura 10) (Lynch et al.,

2011).

Dentro del tipo de ovario meroistico, los cuales se caracterizan por la presencia de
células nodrizas, podemos diferenciar los subtipos politroficos y telotroficos. Al subtipo
de ovario politrofico lo encontramos principalmente en insectos holometabolos, y
asociado a insectos de banda germinal larga; se caracteriza por estar compuesto por el
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ovocito, que da lugar al embrion, por una capa de células foliculares somaticas, que
rodean a la camara del huevo, y por células germinales nodrizas, que son las encargadas
de la sintesis de ARNms y componentes citoplasmaticos necesarios para el desarrollo
del embridon. Por otra parte el subtipo telotrofico se caracteriza por la presencia de las
celulas nodrizas en el extremo anterior de cada ovariola, actuando como fuente comun
de ARNms y componentes citoplasmaticos para todos los ovocitos. Al igual que el
subtipo politréfico, presenta una cubierta de células foliculares somaticas. Este tipo de
ovogeénesis se la puede encontrar tanto en insectos hemimetabolos como holometébolos,
y esta asociada principalmente con insectos de banda germinal corta (Lynch et al.,

2011).

Por otro lado, se puede identificar a un ovario del tipo panoistico, el cual se
caracteriza por no presentar células nodrizas especializadas. Se compone de células
germinales, las cuales se convierten todas en ovocito; el ndcleo del ovocito es el
encargado de sintetizar todos los ARNmMmensajeros maternos y componentes
citoplasmaticos necesarios para el desarrollo embrionario. Esta estructura también se
encuentra rodeada por una capa de células foliculares somaéticas. Este tipo de
ovogénesis se la encuentra asociada exclusivamente con insectos de banda germinal

corta (Lynch et al., 2011).
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Nasonia Tribolium Gryllus

Drosophila Oncopeltus Schistocerca
Anopheles Acyrthosiphon Atrachya
Bombyx Euscelis Thermobia

Figura 10: Estructuras de ovarios y tipos de embriones entre diferentes
insectos. El grupo de triatominos estaria representado en la figura B y E.
Imagen tomada de Lynch et al., 2011.

En el caso de la ovogénesis meroistica politréfica en D. melanogaster, el ovario se
caracteriza por estar formado por alrededor de 16 a 20 ovariolas, cada una
representando una linea de produccion de ovocito, el cual se desarrolla formando un
citoquister de 16 células germinales envueltas por una capa de células foliculares

somaticas (Figura 10 Ay 11).

En el extremo anterior de la ovariola se encuentra una region denominada germario,
donde se da inicio a la formacién del ovocito, se caracteriza por ser una region de activa
division e incipiente diferenciacién. Estd compuesto por células madres somaticas y
germinales; las células madres germinales se ubican en el extremo anterior del
germario, en contacto con estructura somatica conocida como filamento terminal, y se

dividen asimétricamente para producir una célula madre y una célula hija; esta ultima
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se diferencia, siguen cuatro divisiones mitoticas con incompleta citocinesis para formar
una estructura llamada citoquister (cluster), compuesta por 16 células interconectadas
por puentes citoplasmaticos denominados canales en anillo. La orientacion de estas
divisiones estd controlada por el fusoma, una estructura ramificada compuesta por
reticulo endoplasmatico rodeado por componentes citoesqueléticos corticales y
microtUbulos. Sélo una de las células del citoquister, la que contenga los 4 canales en
anillo, logra diferenciarse en ovocito; las restantes se convierten en células nodrizas
(Bastock et al., 2008; Gigliotti et al., 2004). Tanto las células nodrizas como las
foliculares proporcionan al ovocito constituyentes citoplasmaticos, ademas de una serie
de determinantes especificos necesarios para la formacién del patrén inicial del
embrion. Con respecto a los determinantes de las células nodrizas (en su mayoria ARN
mensajeros), estos se acumulan de forma asimétrica en el ovocito y se activan en el
momento de la fertilizacion. Por lo que respecta a las células foliculares, estas secretan
factores de desarrollo que se asocian a la superficie extracelular del embrion, donde se
generan las sefiales que activan a los receptores transmembrana en posiciones

especificas (St Johnston et al., 1992).

La ovogénesis se la divide en 14 estadios segun criterio morfoldgico, el primer
estadio se establece en el germario y el 14 cuando el ovocito alcanza el estado maduro.
En este proceso participan cientos de genes, con el fin de generar una célula altamente
estructurada, donde la distribucion de los ARN, ADN Yy proteinas se encuentra
controlada por los procesos de determinacion de la polaridad dorso-ventral y del eje

antero-posterior del huevo (http://www.sdbonline.org).

A medida que el esbozo de ovocito va pasando desde el extremo anterior de la
ovariola al extremo posterior, va madurando hasta alcanzar el estado donde es capaz de

ser fertilizado.
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La ovogénesis en D. melanogaster, como sistema modelo, se ha utilizado para
investigar varios aspectos del desarrollo y de la biologia celular.

El desarrollo de un huevo maduro a partir de una sola célula madre requiere casi
todos los procesos celulares: desde la especificacion del destino celular, el control del

ciclo celular, y la polarizacion celular hasta la morfogénesis epitelial (Xu et al., 2012).

C Apical brush jll’ﬂ"ﬂr‘\ \
1 ]
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Current Biclogy

Figura 11: Ovariola de D. melanogaster (Bastock et al., 2008).

Se encontraron casi todos los genes que componen este proceso en las 4 especies de

triatominos, principalmente de R. prolixus y con una menor representacion en el

transcriptoma de T. infestans (Tabla 7).

51



Tabla 7: Genes identificados del proceso de ovogenesis en los triatominos. Referencias: R.
prolixus (RP), T. dimidiata (TDIM), T. infestans (TINF) y T. pallidipennis (TPAL).
Ovogénesis
RP TDIM TINF TPAL
bazooka bazooka bazooka
egalitarian egalitarian egalitarian egalitarian
egghead egghead egghead egghead
Bicaudal C Bicaudal C
Bicaudal D
cappuccino cappuccino cappuccino cappuccino
cornichon cornichon cornichon cornichon
pipe pipe pipe pipe
pointed pointed pointed pointed
aubergine aubergine aubergine aubergine
domeless domeless
tudor tudor
squid squid
Nanos Nanos Nanos Nanos
staufen staufen staufen staufen
grauzone grauzone grauzone grauzone
singed singed
exuperantia
vasa vasa vasa vasa

Es importante remarcar que en ninguna de las cuatro especies se logré identificar el
gen oskar (osk), el cual es fundamental en la ovogénesis de D. melanogaster,
responsable de determinar el destino celular germinal y la polaridad posterior en el
ovocito; pero si fue posible identificar el gen que codifica a la proteina que regula su

transcripcion, Staufen (stau).

Tampoco fue posible identificar a valois (vIs) en ninguno de los tratominos. vis es un
gen posterior materno que actda durante la ovogénesis para la localizacion de VASA en
la corteza posterior del ovocito, la proteina VASA es esencial para establecer el plasma
polar, un citoplasma especial encontrado en la region posterior del ovocito y del

embrion temprano requerido para la localizacion de nanos (nos) en el polo posterior. vis
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también es necesario para lograr la acumulacion y el mantenimiento de oskar en el
plasma polar posterior. Por lo tanto no se encontraron dos genes claves necesarios para

el establecimiento del polo posterior en el ovocito: osk y vls.

Para una caracterizacion completa sobre los genes que participan en esta via, es
recomendable visitar el sitio web Interactive Fly.

http://www.sdbonline.org/fly/aimain/laahome.htm

4222 Proceso dorsoventral.

Toda la informacion de la que se dispone acerca de como se regulan los genes que
determinan el eje dorsoventral durante el desarrollo embrionario en insectos proviene de

detallados estudios realizados en D. melanogaster.

El eje dorsoventral embrionario en D. melanogaster, comienza su polarizacién
durante la ovogénesis y conduce a la subdivision del embrion en mesodermo,

neuroectodermo y ectodermo dorsal.

La cascada de interacciones moleculares que conducen al establecimiento del
destino celular, a lo largo del eje dorsoventral del embrion de D. melanogaster,
comienza con la ruptura de la simetria en el ovario, en donde el nucleo del ovocito se

mueve a una posicion cortical.

Alrededor del nucleo del ovocito se localiza el ARNm de gurken (grk), el cual se
traduce y se obtiene la proteina que es secretada hacia la capa de células foliculares
somaticas. Estas presentan en su superficie el receptor para la proteina secretada, EGFR
del inglés Epidermal Growth Factor (gen: torpedo en D. melanogaster), por lo tanto se
lleva a cabo la activacién del mismo. El principal blanco de la sefializacion, relevante
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para el establecimiento del eje DV, es pipe (pip), cuya expresion se encuentra reprimida
en las células foliculares dorsales, en respuesta a la activacion de EGFR. En otras
palabras, la activacion de la via de sefializacion EGFR a cargo de GRK le confiere un
destino dorsal a las células foliculares adyacentes en detrimento del ventral (Manseau et

al., 1989) (Figura 12).

Pip codifica para una sulfotransferasa cuyos blanco fueron identificados como
proteinas residentes en la membrana vitelina. En el lado ventral, pipe inicia una cascada
proteolitica que culmina con el clivaje y activacion del ligando del receptor TOLL (TL),

SPATZLE (SPZ) en la porcion ventral del espacio perivitelino (Moussian et al., 2005).

Esto permite la unién a su receptor TL, ubicado en la membrana plasmatica del
embridn, y consecuentemente, a la activacion de la cascada de sefializacion que lleva a
la fosforilacion y degradacion de CACTUS (CACT), dando lugar a la entrada de
DORSAL (DL) al nacleo donde regula la expresion de numerosos genes blanco. En

ausencia de sefial, CACT se une a DL secuestradndolo en el citoplasma.

La activacion de TL ocurre en un gradiente que se emite desde la linea media
ventral, lo que lleva al correspondiente gradiente nuclear de DL. Este ultimo, es el
acontecimiento fundamental en la formacion del eje dorso-ventral en D. melanogaster,
ya que todos los destinos celulares a lo largo de este eje dependen directa o
indirectamente de DL para su correcta regulacion. DL actia como un morfdégeno,
activando y reprimiendo sus genes blanco en una manera dependiente de su

concentracion (Stathopoulos et al., 2002).

Altos niveles de DL sobre el lado ventral favorece la expresion de genes como snail
(sna) y twist (twi) que indicaran a las celulas méas ventrales identidad de mesodermo,

niveles mas bajos de dorsal se dan lateralmente activando la expresion de genes como
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rhomboid (rho), vein (vn), ventral nervous system defective (vnd), short gastrulation
(sog) y brinker (brk) en lo que sera el neuroectodermo (Kosman et al., 1991; Ray et al.,
1991; Ip et al., 1992b; Francois et al., 1994; Mellerick et al., 1995; Jazwinska et al.,
1999a;Jazwinska et al., 1999b; Minami et al., 1999), mientras que la ausencia de DL en
la region dorsal del embrién permite la expresion de genes como decapentaplegic (dpp)
y zerknilt (zen) que definiran la formacién del ectodermo dorsal y la amnioserosa

respectivamente.

La sensibilidad diferencial de los genes se refleja en parte, a su afinidad y
disposicion de los sitios de union a DL en sus respectivos potenciadores; asi como
también por la cooperacion con otros factores maternos, con genes blancos y la

regulacién de distintos componentes de las vias de sefializacion (Lynch et al., 2011).
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Figura 12: Establecimiento del patron dorso-ventral. La figura fue modificada con asteriscos
mostrando los genes que si fueron identificados en los triatominos, extraida de Lynch et al., 2011.

Se identificaron una gran cantidad de genes que se expresan durante este proceso,

con una mayor representacién en R. prolixus en comparacion con las otras especies

(Tabla 8).
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Tabla 8: Genes del proceso dorsoventral identificados en triatominos. Referencias: R. prolixus (RP), T.
dimidiata (TDIM), T. infestans (TINF) y T. pallidipennis (TPAL).

Eje Dorso-ventral

RP

TDIM

TINF

TPAL

decapentaplegic

decapentaplegic

decapentaplegic

decapentaplegic

short gastrulation

short gastrulation

Tolloid

tolloid

Tolloid

tolloid

twisted gastrulation

twisted gastrulation

twisted gastrulation

twisted gastrulation

nucleotide exchange

nucleotide exchange

nucleotide exchange

Punt punt Punt Punt

saxophone saxophone saxophone saxophone

Medea medea Medea medea

Cactus Cactus Cactus Cactus

Dorsal Dorsal

Spatzle Spatzle

Snake snake Snake Snake

Snail snail Snail Snail

Brinker

Pipe Pipe Pipe Pipe

Nudel Nudel Nudel Nudel

torpedo torpedo torpedo torpedo

Toll Toll Toll

Tuve

Pelle Pelle Pelle Pelle

Thisbe

windbeutel windbeutel windbeutel windbeutel

Rho guanine Rho guanine Rho guanine
nucleotide exchange nucleotide exchange nucleotide exchange
factor at 64C factor at 64C factor at 64C

rhomboid rhomboid rhomboid rhomboid

Rho-like Rho-like Rho-like Rho-like

Rho guanine Rho guanine Rho guanine Rho guanine

nucleotide exchange

factor 2 factor 2 factor 2 factor 2
Rhol Rhol Rhol Rhol
gastrulation- gastrulation- gastrulation-

defective defective defective
intermediate intermediate intermediate

neuroblast defective neuroblast defective | neuroblast defective
ventral nervous ventral nervous ventral nervous

system defective system defective system defective
zerknllt zerknllt zerknllt
torpedo torpedo torpedo torpedo
Twist twist twist Twist

single-minded

single-minded

single-minded

pannier

pannier

pannier
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Se tuvo en cuenta tanto los genes que intervienen en el proceso de sefializacion para
establecer el eje (Via Toll-dorsal), asi como los genes blanco que se expresan y
determinan que las células tengan caracteristica dorsal o ventral, y los genes que se

expresan en un comienzo en el ovario.

Un resultado interesante es que en las cuatro especies de triatominos se encontro
torpedo (EGF) pero no se encontré gurken (grk). Lo llamativo es que como se explico
anteriormente, EGF es un receptor de las células foliculares somaticas y GRK es su

ligando, la activacion de la sefializacion, en estas células, le da un destino celular dorsal.

Otro resultado que merece ser remarcado es la ausencia de dl, en T. dimidiata y T.
pallidipennis y la presencia de los genes que se expresan a partir de la regulacion a

cargo de DL, como sna, twi, rho, entre otros.

Para mayor informacion acerca de la funcion de cada uno de los genes que se
expresan durante este proceso, Interactive Fly

http://www.sdbonline.org/fly/aimain/laahome.htm

4.2.2.3  Segmentacion antero-posterior.

A partir del estudio fundamental de Lewis (Lewis, 1978) y el rastreo genético de
Nusslein-Volhard y Wieschaus (Nusslein-Volhard et al., 1980) fue posible estudiar en
detalle el proceso de segmentacién e identificar qué genes especificos estan

involucrados en el establecimiento del patron corporal de D. melanogaster.

La polaridad anteroposterior del embriéon, de la larva y del adulto en D.
melanogaster tiene su origen en la polaridad anteroposterior del gameto femenino. Las
células nodrizas del ovario depositan ARN mensajero, de origen materno, en el ovocito

en desarrollo; son colocados en diferentes regiones del gameto femenino, y codifican
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proteinas reguladoras de la transcripcion y de la traduccion que difunden a traves del

blastodermo sincitial y activan o reprimen la expresion de ciertos genes cigoticos.

Estos ARN mensajeros son criticos para la formacion del eje anteroposterior, por un
lado encontramos a los ARN mensajeros de bicoid (bcd) y hunchback (hb) cuyos
productos proteicos son fundamentales para la formacion de la cabeza y el torax, y por
otro lado, los ARN mensajeros de nanos (nos) y caudal (cad), cuyos productos
proteicos son necesarios para la formacién de los segmentos abdominales. EI ARN
mensajero de bcd se encuentra localizado en la region anterior del gameto femenino sin
fecundar, amarrado con microtabulos anteriores, el ARN mensajero de nos por su parte
se encuentra en la regidn posterior; los de cad y hb se encuentran distribuidos por todo

el ovocito. Tras la fecundacion, estos ARN mensajeros son traducidos a proteinas.

En el polo anterior, bicoid es traducido a la proteina BICOID (BCD), que forma un
gradiente que es mas elevado en la region anterior. Esta proteina inhibe la traduccion
del ARN mensajero de cad, por lo tanto esta proteina es sintetizada Gnicamente en la
region posterior del embrion y actta en la especificacion de los dominios de esta region
(Xu et al., 1998; Rivera-Pomar et al., 1996; Niessing et al., 2000) Ademas BCD
funciona como un factor de transcripcion donde ingresa en los nucleos de los embriones
en segmentacion temprana y activa al gen hb (Driever et al., 1989). HB es un factor de
transcripcion que reprime los genes especificos del abdomen, permitiendo de este modo
que la region de expresion de HB forme la cabeza y torax, por lo que también actua para

generar el patron anterior del embrion.

El polo posterior, es definido por las actividades del gen nos (Lehmann et al., 1991;
Wang et al., 1991; Wharton et al., 1991). El mensajero de nos esta inactivo en el

ovocito sin fecundar debido a que se encuentra reprimido por la union de la proteina

59



SMAUG a su extremo 3’'UTR (Smibert et al., 1996), pero tras la fecundacion se elimina
la represion y la proteina puede ser sintetizada, estableciendo un gradiente que es mas
elevado en la region posterior. Se una a PUMILIO, y deadenila el ARN mensajero de

hb, evitando su traduccién (Barker et al., 1992; Wreden et al., 1997).

Ademas de estos morfégenos anteriores y posteriores, hay un tercer grupo de genes
maternos cuyas proteinas generan las extremidades no segmentadas del eje
anterposterior: el acron y el telson. El gen critico en este sistema es torso (tor), que
codifica para un receptor tirosina quinasa (Casanova et al., 1989). Esta proteina es
activada por las células foliculares en los dos polos del ovocito y lleva a que los
productos finales de la misma difundan hacia el citoplasma en los extremos del embrion
(Gabay et al., 1997). Se piensa que estas quinasas inactivan a la proteina GROUCHO
(GRO), inhibidor transcripcional de los genes tailless (tll) y huckebein (hkb), genes gap
que especifican los terminales del embrion. La distincion entre terminal anterior y
posterior depende de la presencia de BCD, si tll y hkb acttan solos, la region terminal se
diferencia a telson, cuando BCD esta presente, la region terminal forma un acron

(Paroush et al., 1997; Pignoni et al., 1992).

En la siguiente etapa en el desarrollo los gradientes de estos factores de transcripcion
actlan para activar los genes especificos a lo largo del eje anteroposterior. Estos son los
genes de segmentacion que dividen al embrion temprano en una serie repetida de
primordios de segmentacion a lo largo del eje anteroposterior, llamado parasegmentos.
Estos no llegan a convertirse en los segmentos de la larva o del adulto; en su lugar,
incluyen la parte posterior de un segmento anterior y la parte anterior del segmento que

se encuentra detras de este (Martinez-Arias et al., 1985).
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Hay tres clases de genes de segmentacion y se expresan secuencialmente (ver Figura
2, seccién 1.2). En primer lugar los genes maternos actian sobre el gen cigético gap.
Los patrones de transcripcion de los genes gap anteriores son iniciados por las
diferentes concentraciones de las proteinas HB y BCD. Los altos niveles de HB inducen
la expresion del gen giant (gt), mientras que el transcripto de krippel (kr) aparece sobre
la region donde HB comienza disminuir. El gradiente de la proteina CAD, mas alto en
el polo posterior, es responsable de la activacion de los genes gap abdominales knirps
(kni) y gt en la parte posterior del embrién. El gen gt por lo tanto tiene dos métodos para
su activacion, uno para su banda de expresion anterior y uno para su banda de expresién

posterior (Rivera-Pomar et al., 1995; Schulz et al., 1995).

Después de que estos patrones han sido establecidos, la expresion de cada gen gap
es estabilizada y mantenida por interacciones entre los diferentes productos de sus genes
en limites definidos. Las interacciones se ven favorecidas por el hecho de que se

producen dentro de un entorno sincitial.

Diferentes concentraciones de las proteinas de los genes gap causan la transcripcion
de los genes pair-rule (regla de los pares), que dividen al embrién en unidades
periddicas, que son precursoras del plan segmentario del cuerpo. Se dividen en dos
tipos, primarios que son los que estan controlados por las proteinas del gen gap y

secundarios que estan regulados por los gen gap primarios.

La transcripcion de los diferentes genes pair-rule resulta en un patrén en franjas de
7 bandas verticales perpendiculares al eje anteroposterior, se expresan de tal manera que
dan como resultado un patrén de “bandas de cebra”. En estas bandas no todos los
nacleos expresan los mismos genes, por lo que en cada hilera hay una combinacion

Unica y patricular de los genes pair-rule (Hafen et al., 1984).
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Las proteinas del gen pair-rule activan la transcripcion de los genes de polaridad de
segmentos; estos actlan dentro de un entorno celularizado y sus productos de ARN
mensajero y proteina dividen al embrion en 14 unidades segmentarias extensas,
estableciendo la periodicidad del embrion y los destinos celulares dentro de cada

parasegmento.

Luego que los limites segmentarios han sido establecidos, las estructuras
caracteristicas de cada segmento son especificadas. Esta es llevada a cabo por los genes
selectores homedticos, los cuales se establecen en dos complejos; el Anntenapedia ,
compuesto por los genes, labial (lab), antennapedia (Antp), sex combs reduced (scr) ,
deformed (dfd) y proboscopedia (pb), que son responsables de las identidades
segmentarias de la cabeza y torax, y el bithorax formado por Ultrabithorax (Ubx),
abdominal A (abdA), Abdomnial B (AbdB), responsables de las identidades de los

segmentos abdominales (Lewis, 1978).

El dominio inicial de expresion del gen homed6tico esta influido por los genes gap y
los genes pair-rule. Funcionan mediante la activacion o represién de un grupo de
“genes realizadores”, aquellos genes que son el blanco de interés de las proteinas de los
genes homedticos y que funcionan para formar los tejidos especificos o los primordios

de los 6rganos.

Los genes correspondientes al proceso anteroposterior se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9: Genes de la segmentacion anteroposterior identificados en triatominos. Referencias: R.
prolixus (RP), T. dimidiata (TDIM), T. infestans (TINF) y T. pallidipennis (TPAL).

RP TDIM TINF TPAL
Maternos

nanos nanos
Hunchback Hunchback Hunchback Hunchback
caudal caudal caudal

torso torso torso torso

Gap

Krippel Krippel Krippel Krippel
giant giant giant

tailless tailless

Hunchback Hunchback Hunchback Hunchback
huckebein huckebein huckebein huckebein
buttonhead buttonhead buttonhead buttonhead
empty spiracles empty spiracles empty spiracles

knot knot

crocodile crocodile crocodile
degringolade degringolade

Paired Paired Paired

Tenascin major

Tenascin major

Tenascin major

Tenascin major

Pair-rule

even skipped

even skipped

Hairy Hairy Hairy

odd skipped odd skipped odd skipped odd skipped
Paired Paired Paired

runt

odd paired odd paired odd paired

sloppy paired 1

sloppy paired 1

sloppy paired 1

degringolade

degringolade

Polaridad de segmento

cubitus interruptus

cubitus interruptus

cubitus interruptus

cubitus interruptus

Hedgehog Hedgehog Hedgehog Hedgehog
wingless wingless wingless

Fused Fused Fused Fused
armadillo armadillo armadillo

decapentaplegic

decapentaplegic

decapentaplegic

decapentaplegic

mirror mirror

engrailed engrailed engrailed

smoothened smoothened smoothened

rasp rasp

tout-velu tout-velu tout-velu tout-velu
pangolin

(A la pagina siguiente)
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Tabla 1: Genes de la segmentacién anteroposterior identificados en triatominos. Referencias: R. prolixus
(RP), T. dimidiata (TDIM), T. infestans (TINF) y T. pallidipennis (TPAL). (Continuacion).

RP TDIM TINF TPAL
Terminales

tailless tailless

huckebein huckebein huckebein huckebein

torso torso torso torso

torso-like

capicla capicla capicua

corkscrew corkscrew corkscrew corkscrew

pole hole pole hole pole hole pole hole

rolled rolled rolled rolled

En lo que respecta a los genes maternos, como cabia esperar, no se pudo identificar
en ninguno de los triatominos el gen bcd, asi como tampoco se identifico a cad en T.
pallidipennis y nos en T. dimidiata y T. infestans. En la siguiente linea de genes que
actuan en el desarrollo, los genes gap, fue llamativo no encontrar en T. pallidipennis al
gen gt. Dentro de los genes pair-rule primarios, hairy (h) no se pudo identificar en el
transcriptoma de T. infestans; even-skipped (eve), tampoco pudo ser identificado, en
este caso en T. pallidipennis; y runt (run) no se lo encontr6 en ninguna de las tres

especies del género Triatoma.

Los principales genes de polaridad de segmentos fueron identificados en las cuatro
especies de triatominos; y los genes homeoticos, de identidad de segmentos, no fueron
incluidos en este andlisis debido a que estan siendo analizados por la Lic. Natalia
Esponda como parte de su tesis doctoral en el Centro Regional de Estudios Genomicos,

UNLP.

En cuanto a los genes terminales, el gen clave en el desarrollo de estos polos es tor,

el cual fue identificado en las cuatro especies de triatominos.
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Para una caracterizacion absoluta de la funcion de cada uno de los genes

identificados, Interactivw Fly http://www.sdbonline.org/fly/aimain/laahome.htm

4.2.2.4  Desarrollo de traqueas.

Un objetivo importante en la biologia del desarrollo es definir los principios de los
patrones y los programas moleculares que gobiernan la formacion de los érganos. Los
6rganos mas comunes en cuanto a su estructura son los formados por una red tubular
ramificada, tal caso lo encontramos en el pulmoén, rifidn y sistema vascular en
vertebrados. Cada uno de estos sistemas transporta un gas esencial o fluido corporal, y
para lograr este cometido los tubos constituyentes siguen un patron de ramificacion, asi

como también una forma y tamafio caracteristico.

El estudio en mamiferos se dificulta por diferentes razones, principalmente porque
presenta estructuras que son demasiado complejas, sumado a que no se identificaron

marcadores celulares que permitan seguir su desarrollo.

Ante esto, el sistema traqueal de D. melanogaster, con su estructura simple y
genética accesible, surgido como un paradigma de la morfogénesis de la ramificacion y

permitio resolver algunos interrogantes sobre el proceso.

El desarrollo del sistema traqueal en D. melanogaster comienza aproximadamente a
las 4 hs luego de la fertilizacion del ovocito, estableciéndose una red interconectada de
tubos durante la embriogénesis. Esta red se convierte en funcional a comienzos del
primer estadio larval y se ramifica de manera notable durante el segundo y tercer estadio

larval, acompafiando al incremento del tamafio corporal de la larva. Finalmente, en el
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estado de pupa es reconstruida para adquirir el patrén final del adulto (Ghabrial et al.,

2003)

El sistema traqueal embrionario de D. melanogaster es una red tubular epitelial que
se forma a partir de 20 clusters de 90 células ectodérmicas precursoras. Cada cluster,
también Ilamado placoda, se establece simétricamente a ambos lados del embrion desde
el segmento toracico dos hasta el segmento abdominal ocho (Samakovlis et al., 1996).
La participacion del factor de transcripcion trachealess (trh) es fundamental para
determinar el destino de las células precursoras en células traqueales y para regular los
genes downstream que median el desarrollo traqueal (Isaac et al., 1996; Wilk et al.,
1996). A las 5hs post puesta, cada placoda se invagina y forman los sacos tragqueales,
que son las primeras estructuras tipo tubo que se originan; cada invaginacion se cierra
en la superficie del ectodermo y forma un saco epitelial elongado, conectando el saco
con la superficie se encuentra una estructura denominada espiraculo; la apertura de la

traquea.

Se alcanza un estado en el que en el sistema traqueal embrionario no se detecta
proliferacion celular, muerte celular o cambios en el nimero celular. Pasadas las 7hs de
la puesta, desde el saco traqueal comienzan a generarse las seis ramas primarias del
sistema traqueal, en posiciones estereotipadas. En cada sitio donde brota una rama,
células traqueales migran fuera del saco, organizandose en estructura tubular. Luego del
periodo de extension, la mayoria de ellas se encuentran y se fusionan con ramas que
surgen de hemisegmentos contra laterales y de segmentos adyacentes, para generar una

red continua e interconectada de tubos tipo epiteliales (Samakovlis et al., 1996).

Los genes que especifican la ramificacion primaria son breathless (btl) y branchless

(bnl), los cuales son receptor y ligando de la via de sefalizacion de FGF
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respectivamente; permiten la migracion celular y formacion de la rama principal (Glazer
et al., 1991). Bajo la regulaciéon de TRH, las células precursoras traqueales expresan btl;
(Glazer et al., 1991; Klambt et al., 1992; Reichman-Fried et al., 1995) por fuera de la
traquea, en el tejido blanco, BNL actia como un quimiotractante de las células
traqueales (Sutherland et al., 1996). Una vez que las células precursoras traqueales se
encontraron con las células BNL-positivas, estas dejan de expresar bnl, y comienza a
expresarse en células mas alejadas, en el sentido de crecimiento de la rama; esto se
repite varias veces permitiendo la extensién y una continua elongacion de las ramas

traqueales (Sutherland et al., 1996).

La activacion de esta via lleva, entre otras cosas, a la induccion de la expresion
génica en las células tragueales en inmediata migracién, favoreciendo la misma; asi
como también a la induccién de la expresion de los genes que participan en la
ramificacion secundaria, los encargados de dar inicio del proximo paso en el desarrollo

traqueal.

No todas las células que reciben la sefializacion a cargo de la cascada de FGF van a
formar ramas secundarias, ya que esta misma sefializacion activa la expresion de genes
que acttan limitando la ramificacion secundaria, uno de ellos es sprouty; actla
restringiendo la formacion de rama secundaria y terminal solo en las células maés

cercanas a los centros de sefializacion de FGF (Ghabrial et al., 2003).

La formacién de la rama secundaria se da a partir de células traqueales individuales,
a las 11hs post puesta y a partir de las 13 hs comienzan a surgir las ramas terminales.
Las células traqueales terminales, también conocidas como células traqueolares
(Chapman, 1998), son las Unicas que tienen la capacidad de producir extensiones

citoplasmaticas, que crecen a lo largo de la superficie del tejido blanco con el objetivo
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de subministrarle oxigeno al mismo (Harrison, 2003). Estas extensiones se caracterizan
por tener una estructura celular extremadamente fina, con pocas estructuras de union a
lo largo de la longitud de la rama. A diferencia del establecimiento del patron traqueal
anterior, la ramificacion es muy variable y se encuentra regulada por las necesidades de
oxigeno en el tejido (como la angiogénesis en mamiferos). Cuando existe un déficit de
oxigeno (hipoxia) en el tejido, se estimula la formacién de las ramas terminales. Los
genes que participan en el sensado del oxigeno son HIF prolyl hydroxylase (Hph) y
similar (sima) (Centanin et al., 2009). En la Figura 13 se esquematiza el proceso de

formacion de las ramas traqueales.

Branch ??- a1 a
Cross Apical <R 75— Cell N/ ©
Sections Basa /\é junction
Tracheal
specification & ,
General sac formation s
Budding fmm— s SEGIAEIEE | e
Program - trachealess | | branchless
I tango | | breathless (+) !
TR TTT 1 stumps (+)
Substrate preference
mew c-integrin
Branch Regional __ Branch __ Tube fusion
Diversification signals '_i.d.eut.i.t.y__‘ escargot
i+ 1
dop, spitz, 1 Kknips, 1 Tube size and shape
wingless I spalt H
hedgehog

Figura 13: Esquematizacion del proceso de formacidn de traqueas en D. melanogaster (Ghabrial et al.,
2003). La figura fue modificada con rectangulos con lineas negras discontinuas para sefialar los genes
gue fueron identificados en los triatominos.

Como resultado obtuvimos que dentro de los genes claves y fundamentales para el

desarrollo de traqueas, el gen trh no pudo ser identificado en los transcriptomas de T.
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dimidiata y T. infestans. El ligando de la cascada de sefializacion FGF, BNL, sélo se lo
identificd en R. prolixus y en T. dimidiata. No se encontro en el genoma de R. prolixus,
uno de los sensores del oxigeno: Hph, pero si se encontré el factor inducible por hipoxia
sima, y fue en la Unica especie donde fue identificado. En ninguno de los triatominos se
encontré von Hippel-Lindau que codifica para una proteina que funciona como una
ligasa de ubiquitina (E3) donde el blanco de su accion es la subunidad « del factor

inducible por hipoxia SIMA (Tabla 10).

Tabla 10: Genes del sistema traqueal identificados en triatominos. Referencias: R. prolixus
(RP), T. dimidiata (TDIM), T. infestans (TINF) y T. pallidipennis (TPAL).
Desarrollo de Traqueas
RP TDIM TINF TPAL
trachealess trachealess
Breathless breathless breathless breathless
Sima
Branchless branchless
HIF prolyl HIF prolyl HIF prolyl
hydroxylase hydroxylase hydroxylase
Spalt spalt spalt spalt
ventral veins ventral veins
lacking lacking
Stumps
Thickveins thickveins thickveins thickveins
Tango tango
Pointed pointed pointed pointed
Rhomboid rhomboid rhomboid rhomboid
Corkscrew corkscrew corkscrew corkscrew
Blistered blistered
Ribbon ribbon ribbon ribbon
Sprouty sprouty
pebbled

Ante la Ilamativa ausencia de Hph en Rhodnius prolixus pero su presencia en los

demas triatominos se decidi6 realizar una busqueda manual en el Vector Base y ante

una busqueda de similitud de secuencia (BLAST) se pudo encontrar en esta base de
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datos online un transcripto con la identificacion de RPTMP01803 que presentaba una
alta similitud de secuencia con Hph. Si bien no esta abierta la anotacion de genes en R.
prolixus, nuestro trabajo comparativo permitid identificar un transcripto desconocido y
no anotado en el genoma de R. prolixus, el cual se incorpora a este trabajo final para

analisis posteriores.

Para mayor informacion acerca de la funcion de cada uno de los genes que se
expresan durante este sistema Ver, Interactive Fly

http://www.sdbonline.org/fly/aimain/laahome.htm

Para visualizar los datos obtenidos para cada uno de los procesos analizados en las
cuatro especies de triatominos se realiz6 un grafico de barras comparando las

identidades obtenidas para complementar el analisis realizado (Figura 14 Ay B).
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Figura 14: A.Gréfico de barra que compara las identidades obtenidas en las 4 especies de triatominos en
los procesos de establecimiento del eje dorsoventral, ovogénesis y traqueogénesis. B. Gréfico de barra
gue compara las identidades obtenidas en las cuatro especies de triatominos en la segmentacion
anteroposterior del embrién. Para ambos casos, sobre el eje de las x se puede observar los diferentes
procesos y sobre el eje de las y la cantidad de identidades encontradas para cada proceso en cada
especie.

Para lograr una cobertura méas especifica seria necesario realizar un ensamble de
Novo 0 una secuenciacion masiva utilizando otra tecnologia como lo es la plataforma de
Illumina Hiseq2000. Esta permite obtener lecturas con una longitud promedio de 100pb,
mucho menor que las obtenidas con la tecnologia 454 que son de 800-1000pb, con un
alto nivel de precision a nivel de secuencia (www.illumina.com), lo que podria permitir
darle identidad de isotigs a varios de los singletons generados previamente con la
plataforma de Roche.
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Ante esta situacion, en nuestro laboratorio se esta llevando a cabo una segunda
secuenciacion de los transcriptomas con la plataforma de Illumina, lo que generaria
nueva informacion que permitira darle méas peso a la obtenida previamente. Se espera
que el numero de genomas Yy transcriptomas secuenciados continte creciendo

exponencialmente en los préximos afios.

4.3 Validacion.

A partir de los datos identificados se prosiguié con la validacion experimental y
funcional del proceso de desarrollo de traqueas, en R. prolixus. Se eligio este sistema
porque no se encuentra estudiado con detalle en otros insectos, con excepcion de D.

melanogaster, y porque presenta fenotipos que son faciles de observar.

Los genes que participan—en este proceso en D. melanogaster que fueron

seleccionados: trachealess, breathless, similar y HIF prolyl hydorxylase.

e Trachealess:

Trachealess (trh) junto al gen tango (tgo) establecen un factor de transcripcion
heterodimero que tiene una participacion central en el sistema traqueal. trh codifica para
un dominio bHLH-PAS y se expresa en todas las células traqueales. La activacion de
este gen en las células precursoras traqueales es justo antes de que estas reciban las
primeras sefiales morfoldgicas de su especializaciéon y son los genes de segmentacion
domeless (dome) y stat92E los encargados de dar inicio a esta expresion (lsaac et al.,
1996;Wilk et al., 1996; Brown et al., 2001; Chen et al., 2002). Tgo, la otra subunidad
del factor, codifica también para un dominio bHLH-PAS pero su expresién no es

especifica de traqueas.
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trh juega un rol clave en la invaginacion de las placodas para dar origen al sistema
tubular traqueal, asi como también induce la expresion de genes traqueales necesarios
para continuar el desarrollo de las ramas del sistema, entre los méas importante se
encuentra rhomboid (rho), un activador de la via de sefializacion EGF (Factores de
crecimiento epidérmico) que es requerido para una completa invaginacion, y breathless
(btl) que es necesario para la ramificacion primaria, el siguiente paso en el desarrollo
del sistema traqueal (Llimargas et al., 1999; Wilk et al., 1996; Ohshiro et al., 1997;

Boube et al., 2000).

e Breathless:

En Drosophila es homdlogo al receptor de los factores de crecimiento de
fibroblastos (FGF) (Glazer et al., 1991; Klambt et al., 1992). Es un receptor tirosina
quinasa que contiene la estructura tipica y los dominios funcionales de la familia de

receptores FGF.

Es el receptor de la via de sefializacion FGF que en el sistema traqueal se activa
tanto para especificar la primera rama traqueal, como para inducir la migracién
traqueolar a tejidos con déficit de oxigeno. La cascada de activacion induce la expresion
de numerosos genes necesarios para el crecimiento de las ramas traqueales, tanto para
una ramificacion primaria como secundaria, asi como también de genes que actdan
limitando la sefializacion solo en las células méas cercanas al centro de expresion de los
genes ligando y receptor de la via (Reichman-Fried et al., 1994; Reichman-Fried et al.,

1995; Ghabrial et al., 2003).
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e Similar:

Similar codifica para la subunidad a del factor de transcripcion HIF (factor inducible
por hipoxia), la subunidad B es codificada por el gen tgo (Nagao et al., 1996;Adryan et
al., 2000;Bruick et al., 2001;Lavista-Llanos et al., 2002). Mientras que la subunidad f
se expresa de manera constitutiva, la subunidad o se encuentra regulada por los niveles
de oxigeno celular. En condiciones de normoxia, la subunidad a es hidroxilada, lo que
permite que sea ubiquitinizada y degradada por el proteosoma. En condiciones de
hipoxia, la subunidad permanece estable, 1o que le permite activar genes blanco para
revertir esta situacion, como lo son los genes de la via glicolitica, factores angiogénicos
y genes que sirven para restaurar el balance del oxigeno. Entre estos genes se encuentra
bnl, el ligando de la via de sefializacion FGF, que se une al receptor y promueve la

migracion de las ramas traqueales al tejido deficitario (Ghabrial et al., 2003).

e HIF prolyl hydroxylase:

Es un gen que codifica para una enzima citoplasmatica que se encarga de censar la
concentracion de oxigeno en los tejidos. Esta enzima es una hidroxilasa que hidroxila la
subunidad a (SIMA) del factor inducible por hipoxia, promoviendo su degradacion
proteosomal en condiciones de normoxia (Acevedo et al., 2010). Se encuentra inactiva
bajo condiciones de hipoxia, lo que permite que el factor de trasncripcion HIF se

acumule y active sus genes blanco(Ghabrial et al., 2003).
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4.3.1 Analisis evolutivo de los genes traqueales.

Para complementar la identificacion de los genes que participan en la
traqueogénesis, se llevé a cabo un analisis filogenético de los mismos. En un primer
lugar se establecié un alineamiento multiple con genes ya identificados en otras
especies, a partir de un BLAST, y se analizé la similitud de las secuencias proteicas de
cada uno de estos genes estudiados EI alineamiento multiple de secuencias de proteinas
es una herramienta que permite detectar homologias entre distintas secuencias. Con la
informacién generada por dichos alineamientos se generaron arboles filogenéticos,
mediante el algoritmo bayesiano, para permitir una visualizacién mas clara de dichas

homologias.

4311 Breathless.

En el alineamiento maltiple realizado en ClustalW para el gen breathless (btl) se
incluyeron secuencias de Acromyrmex echinatior (hormiga), Camponotus floridanus
(hormiga), Harpegnathos saltator (hormiga), Apis florea (Abeja) (PREDICTED),
Bombus terrestris (Abejorro) (PREDICTED), Mus musculus (ratén), Xenopus laevis
(rana), Trichechus manatus (manati) (PREDICTED), D. melanogaster (mosca de la
fruta) (isoforma B) y Orcinus orca (orca) (PREDICTED) mas las cuatro identidades
obtenidas tras el andlisis por busqueda de similitud de secuencia en lo triatominos.
Como se ve en la figura 14 A se conservan los 3 dominios intracelulares con actividad

quinasa caracteristicos de estos tipos de receptores (InterProScan-ebi).

En el arbol generado para el gen breathless (Figura 14 B) se puede ver claramente
como el analisis separa Triatoma infestans del resto de todas las especies incluidas en el
analisis. Estas ultimas forman un grupo parafilético donde T. pallidipennis y T.

dimidiata se encuentran mas alejadas evolutivamente que el resto de las especies, y mas
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relacionadas entre ellas. Los tres triatominos, T. pallidipennis, T. dimidiatay T.
infestans, se ubican alejados evolutivamente tanto de los holometabolos (A. echinatior,
C. floridanus, H. saltator, A. florea, B. terrestres, D. melanogaster) como del

hemimetabolo R. prolixus.

R. prolixus se encuentra méas relacionado con los himeindpteros A. echinatior, C.
floridanus, H. saltator, A. florea (PREDICTED) y B. terrestris (PREDICTED). Dentro
de este grupo parafilético los vertebrados M. musculus, T. manatus, X. laevis y O orca,

forman un clado separado de los invertebrados.
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Figura 14: A. alineamiento generado en ClustalW para el gen btl. B. arbol filogenético.

4.3.1.2  HIF prolyl hydroxylase.

El alineamiento multiple generado para el gen HIF prolyl hydroxylase (Hph), se

formo con las secuencias proteicas de Tribolium castaneum (falso gorgojo), Trichoplax
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adhaerens (placozoa), Homo sapiens, D. melanogaster (isoforma C) y de las cuatro
especies de triatominos. Se pudo observar conservacion entre las secuencias del

dominio de la superfamilia de las oxigenasas (InterProScan-ebi) (Figura 15 A).

El arbol obtenido presenta una division principal donde se distinguen 2 grandes
clados, uno formado por T. adhaerens y H. sapien (vertebrados), y el otro formado por

insectos que conforman un grupo monofilético.

Dentro de los invertebrados hay una marcada division que separan a los
hemimetabolos de los holometabolos, mostrando una mayor relacion evolutiva entre las

cuatro especies de triatominos entre si (Figura 15 B).
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Figura 15: A. Alineamiento multiple generado en ClustalW para el gen Hph. B. Arbol filogenético
obtenido.

43.13 Trachealess.

El alineamiento mdltiplepara el gen trachealess se compuso de las secuencias
proteicas de este gen de las especies Harpegnathos saltator, Acromyrmex echinatior,
Tribolium castaneum, Camponotus floridanus, Bombyx mori (gusano de la seda),
Danaus plexippu (mariposa), Culex quinquefasciatus (mosquito), D. melanogaster,

Artemia franciscana (crustaceo), Crassostrea gigas (ostra japonesa) y las secuencias
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identificadas en Rhodnius prolixus y en Triatoma pallidipennis. Tras la salida obtenida
de ClustalW, se pudieron encontrar dos dominios conservadoscaracteristicos de este
tipo de proteina, el dominio PAS y el dominio con motivo hélice-vuelta-hélice
(InterProScan-ebi).(Figura 16 A) Solo en R. prolixus se observaron los dos dominios

caracteristicos, en T. pallidipennis se vio el dominio con motivo hélice-vuelta-hélice.

El arbol obtenido (Figura 16 B) muestra a T. pallidipennis alejada evolutivamente de
las restantes especies incluidas en este analisis, ya que el arbol presenta una divisién
principal que la separa, lo que result6 inesperado. R. prolixus se ubica mas cerca de los
himendpteros H. saltator, A. echinatior y C. floridanus y del coledptero T.
castaneum.Algo llamativo fue que los dipteros, H. saltator, A. echinatior, C. floridanus,

D. melanogastery C. quinquefasciatus, no fueron ubicados dentro de un mismo grupo.
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Figura 16: A. Alineamiento multiple generado en ClustalW para el gen trl. B. Arbol
filogenético obtenido.
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4314 Similar.

El alineamiento multiple se llevo a cabo a partir de las secuencias proteicas del gen
similar de Tribolium castaneum (PREDICTED), Tribolium castaneum, Metacarcinus
magister (crustaceo), Callinectes sapidus (crustaceo), D. melanogaster, Polypterus
senegalus (pez), Ovis ammon (muflén), Acromyrmex echinatior, Mus musculus y
Rhodnius prolixus, Gnico triatomino encontrado en el andlisis de similitud de secuencia
realizado en este trabajo. Se pudo observar a partir de la salida del ClustalW que entre
las secuencias utilizadas se conservan dos dominios caracteristicos de este tipo de
proteinas, el dominio PAS y el dominio de la familia de Hif la (InterProScan-ebi)

(Figura 17 A).

El arbol obtenido tras el alineamiento (Figura 17 B) muestra una division principal
que separa a A. echinatior del resto de las especies incluidas en el analisis, que
conforman un grupo parafilético. Dentro de este R. prolixus se encuentra mas alejado
evolutivamente del resto de los integrantes del clado. A su vez, los vertebrados forman

un grupo separado de los invertebrados, formado por insectos y crustaceos.
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Figura 17: A. Alineamiento mdltiple generado en ClustalW para el gen sima. B. Arbol
filogenético obtenido.
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4.3.2 Validacion experimental por PCR de genes traqueales.

Para validar los resultados bioinformaticos hallados previamente de los genes trh,
btl, sima y Hph, se llevd a cabo una amplificacion por PCR. Para esto, teniendo en
cuenta la secuencia de los transcriptos hallados en el genoma de R. prolixus, se
disefiaron primers especificos para cada uno de los genes de interés y como material
molde para la amplificacion se sintetiz6 ADN complementario a partir de ARN que fue
extraido de huevos de R. prolixus recolectados a distintos tiempos de post puesta, para
abarcar todos los estadios del desarrollo. En la figura 18 se puede ver que se obtuvo una
buena amplificacion, sin bandas inespecificas y con los fragmentos esperados, segun

longitud de amplificacion, para cada uno de los genes.

100pb ThiBtl Sima  Fat

Figura 18: Gel obtenido a partir de la corrida electroforética de los fragmentos amplificados por
PCR.
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4.3.3 Validacién funcional por ARNi parental.

Para llevar a cabo la interferencia del gen trachealess, se inyectaron 8 hembras
virgenes, entre el segundo Yy tercer segmento abdominal, con 3 ug de ARN doble cadena
generado por transcripcion in vitro a partir del fragmento de PCR obtenido. De las 8
hembras interferidas, s6lo 4 sobrevivieron y a partir de ellas fueron analizados los

huevos obtenidos.

Las hembras pusieron un total de 200 huevos, de los cuales 10 arrestaron su
desarrollo. Ninguno de los 10 huevos interferidos llegé a eclosionar, deteniendo su
crecimiento en estadios tempranos del desarrollo. Los embriones fueron extraidos de los
huevos y manipulados con el fin de encontrar caracteristicas distintivas de falta de

funcidn con respecto a los embriones control.

El desarrollo de sistema traqueal, segun lo conocido en D. melanogaster, comienza
con la invaginacién de un grupo de células ectodérmicas precursoras (placodas)
ubicadas a ambos lados del embrion de manera asimétrica. Esta invaginacion se
establece desde el segundo segmento toracico hasta el octavo segmento abdominal,
observandose en la superficie del embridn una estructura anular denominada espiréculo,
el cual lleva a cabo la funcion de permitir la entrada de oxigeno al sistema traqueal. En
el lado interno del organismo se puede ver la formacion de los sacos traqueales que son
las primeras estructuras tipo tubo que se originan, y que establecen el vestibulo a partir
del cual comienza la elongacion y desarrollo de las ramas traqueales principales. Un gen
que cumple un rol clave en la determinacion del destino de las células precursoras en
células traqueales y en la regulacion de los genes necesarios para continuar el proceso
de desarrollo del sistema traqueal es el gen trh (Ghabrial et al., 2003). En la figura 19 B

se puede observar el desarrollo del sistema traqueal normal donde se veque en la
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superficie se establece la estructura anular denominada espiraculo, a partir del cual
comienza formarse el vestibulo traqueal que continGa proyectando hacia el interior

estableciendo la rama traqueal principal (Figura 19C).

En nuestro caso, el fenotipo observado se caracteriz6 por una invaginacion parcial
de las células ectodérmicas, donde se alcanzaron a establecer los espiraculos con su
respectivo vestibulo traqueal en cada uno de los segmentos del embrién. (Figura 19 D,
E y F). Mas alld de estos no se observa presencia de ramas traqueales que permitan
suministrar oxigeno a los tejidos y érganos del cuerpo, quedando frenado en un estadio

inicial del desarrollo traqueal.

Se pude suponer que en el embridn se generaron las placodas de manera correcta,
por lo que el momento de determinacion del destino celular si se llevé a cabo, pero los
pasos siguientes no se desarrollaron normalmente ya que el proceso de invaginacion fue
parcial, y no se alcanz6 a formar de manera completa el saco traqueal, asi como

tampoco se dio origen a las ramas principales del sistema tubular.

Ay P MO ESR A PN D a y : ' w":&“: : a8
Figura 19: A. Segmento abdominal analizado del embrion control. B. Espiraculo y vestibulo traqueal
de un embrién control. C. Primera ramificacion que se origina luego de la invaginacion completa de
las células ectodérmicas en embridn control. D. Segmentos abdominales del embridn interferido donde
se observan espiraculos rudimentarios e invaginacion parcial (recuadros verdes). E y F. Magnificacion
del detalle mostrado figura D mostrando. En ninguno de los dos segmentos del embrién interferido se
ve desarrollo de ramas traqueales.




Estos resultados obtenidos mediante ARNi parental, representan un resultado
preliminar en donde solo un embrion mostro fenotipo de falta de funcion. Estos ensayos
tienen que repetirse para aumentar el tamafio muestral y asi aumentar las significancias

de estos resultados.
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5. DISCUSION.

5.1 Genes del desarrollo embrionario en triatominos.

La comparacion entre genomas se esta convirtiendo en un componente indispensable
para comprender una gran variedad de procesos biologicos (Tatusov et al., 1997). Es
una herramienta poderosa para el estudio de la evolucion de los genomas, que permite
transferir informacion génica desde un organismo modelo bien estudiado a especies no
convencionales (Jiang et al., 2013). En este trabajo se pudo identificar a partir de
similitud de secuencia de genes que participan en el desarrollo embrionario de D.
melanogaster en los transcriptomas de Triatoma spp.y en el genoma de R. prolixus. Este
analisis minucioso permite sentar las bases de futuros estudios funcionales sobre el

desarrollo embrionario en los triatominos.

Cabe recordar que las especies comparadas se clasifican en distintos grupos de
acuerdo a su proceso de desarrollo embrionario, D. melanogaster presenta
embriogénesis de banda germinal larga, es un organismo mas derivado, evolutivamente
hablando, y con metamorfosis completa (Holometabolo), y los triatominos presentan
metamorfosis incompleta (Hemimetabolo), con embriogénesis de banda germinal
corta/intermedia que caracteriza a los ordenes basales de insectos. A pesar de estas
diferencias embrioldgicas ambos establecen un plan corporal compuesto por cabeza,
torax y abdomen (Davis et al., 2002), y en este establecimiento participan diferentes
vias de sefializacion y se activan diferentes procesos de desarrollo para cumplir con tal

objetivo.

Por estudios previos se sabe que los componentes de las vias de sefializacion se

encuentran conservados tanto en especies vertebradas como invertebradas (Tusher et al.,
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2001), esto permite inferir la conservacion de componentes de las vias en los

triatominos.

A su vez andlisis comparativos entre el genoma del organismo modelo D.
melanogaster y las especies de insectos, Apis mellifera, Tribolium castaneum, Bombyx
mori, Oncopeltus fasciatus, Acyrthosiphon pisum, Aedes aegypti, Culex
quinguefasciatus y Anopheles gambiae (Dearden et al., 2006; Harker et al., 2013;
Ewen-Campen et al., 2011; Shigenobu et al., 2010; Behura et al., 2011), realizados
previamente, mostraron la conservacién de varios de los genes que componen los
procesos Yy vias que son analizados en este trabajo, lo que permite darle apoyo a las

secuencias génicas identificadas en los triatominos.

Asi como existié una gran conservacion de genes en las especies de triatominos
hubo casos claves donde no fue encontrado el gen en ninguna de las 4 especies
analizadas, lo que merece ser remarcado y discutido en esta seccién. Uno de los genes
que no pudo ser identificado en ninguna de las especies fue el gen osk, quien participa
en el establecimiento del plasma polar, una region especializada de citoplasma, en el
polo posterior del embrion durante la ovogénesis, y en la especificacion del destino de
las células polares como lineas germinales dentro de esta region especializada,
estableciendo asi el destino celular sexual en el embrién (Lehmann et al., 1986).
Sumado a su ausencia en los triatominos, en estudios previos no fue posible
identificarlo en el genoma de especies como A. mellifera, T. castaneum y B. mori todas
especies holometabolas (Dearden et al., 2006), asi como tampoco puedo ser identificada
dentro de los hemimetabolos en O. fasciatus (Ewen-Campen et al., 2011), a partir de un
analisis del transcriptoma embrionario temprano del mismo, y en A. pisum, a partir de
un analisis de los genes del desarrollo de su genoma (Shigenobu et al., 2010). Si fue

identificada en las especies de mosquitos A. aegypti, C. quinquefasciatus y A. gambiae,
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todos pertenecientes al orden diptero como D. melanogaster, lo que permitiria
considerarlo especifico de dipteros (Gould et al., 2008), sugiriendo que el modo de
determinacion de las células germinales que se lleva a cabo en D. melanogaster con la
participacion especial de osk no es un modo ancestral encontrado entre los insectos

(Lynch et al., 2011).

Otro de los genes que no logro ser identificado fue valois que codifica para una
proteina materna que es la encargada de acumular a la proteina OSKAR en el polo
posterior, asi como también de localizar la proteina VASA, quien forma parte de los
componentes del citoplasma especial del plasma polar. Este gen si pudo ser identificado
en las especies holometabolas nombradas previamente, pero no en hemimetabolos como
A. pisum (Shigenobu et al., 2010) y O. fasciatus (Ewen-Campen et al., 2011). Lo que
permitiria inferir que es un gen que durante la evolucion divergio tanto que no puede ser
identificado a partir de similitud de secuencia entre los dos grupos de insectos o

simplemente que se haya surgido dentro de los holometabolos.

Uno de los genes claves que determinan el inicio del desarrollo dorsoventral, grk, no
pudo ser identificado en ninguna de las especies analizadas en este trabajo. Actla como
ligando de la via de sefalizacién Toll-dorsal para establecer el eje dorsoventral del
embrion y posteriormente conducir a la subdivision del mismo en mesodermo,
neuroectodermo y ectodermo dorsal (Manseau et al., 1989). Este gen analizado en
estudios previos tampoco pudo ser encontrado en A. mellifera, T. castaneum, B. mori,
O. fasciatus y A. pisum (Ewen-Campen et al., 2011; Shigenobu et al., 2010; Dearden et
al., 2006), lo que sugeriria que gurken podria ser una novedad evolutiva en los dipteros
(Dearden et al., 2006), sin embargo en A. aegypti, C. quinquefasciatus y A. gambiae,

todos del orden diptero, no pudo ser encontrado (Behura et al., 2011).
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Uno de los determinantes de la region anterior del embrién es bcd, el cual tampoco
pudo ser identificado en los triatominos, y previamente tampoco fue identificado en A.
mellifera, T. castaneum, B. mori, O. fasciatus y A. pisum (Dearden et al., 2006;
Shigenobu et al., 2010), esto no fue inesperado ya que estudios previos indicarian que
este gen evoluciono en su papel como determinante anterior en los dipteros (Stauber et
al., 2000; Stauber et al., 2002). La ausencia de bcd implica que otros genes puedan
llevar a cabo esta funcion, posiblemente orthodenticle (otd) y hunchback (hb) podrian
serlo ya que se los vio como determinantes anteriores en Tribolium (Schroder, 2003) y
Nasonia vitripennis (Pultz et al., 2005). Sin embargo, en los dipteros A. aegypti, C.
quinguefasciatus y A. gambiae tampoco fue identificado, sugiriendo que sélo se lo
encuentra en los dipertos grandes (D. melanogster) (Tusher et al., 2001; Behura et al.,

2011).

El gen swallow (swa) quien también participa en el establecimiento del eje
anteroposterior, regulando la localizacion del ARN mensajero de osk en el polo
posterior (Knox et al., 2005), no pudo ser encontrado en ninguno de los triatominos, asi
como tampoco en las especies que fueron estudiadas previamente (Dearden et al., 2006;
Ewen-Campen et al., 2011; Harker et al., 2013;Shigenobu et al., 2010; Behura et al.,

2011).

Patched (Ptc) el receptor de la via de sefializacion HH no pudo ser identificado en
ninguno de los triatominos, estudios previos en T. castaneum mostraron una gran
conservacion de los componentes de la via, incluido Ptc (Farzana et al., 2008). También
fue identificado en el anélido Platynereis dumerilii (Dray et al., 2010). Por lo tanto,
puede ser que haya divergido en el grupo de hemimetabolos no pudiendo encontrarselo
a partir de similitud de secuencia 0 que otro gen sea el encargado de actuar como

receptor de la via, reemplazando a ptc.
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Es dificultoso conocer si la imposibilidad de identificar un gen dado refleja la
ausencia del mismo o si se debe a una divergencia significativa de las secuencias
génicas con respecto a D. melanogaster, que es la especie utilizada como la base de la
asignacion (Behura et al., 2011). Hubo casos en donde la falta de identificacion de un
gen fue sélo en alguna de las cuatro especies, estos resultados podrian adjudicarse a
problemas en la secuenciacion y ensamblado, por lo que en la perspectiva futura de un
analisis mas profundo del transcriptoma con mayor nimero de secuencias se espera que
permita mejorar la cobertura total y encontrar las identidades no identificadas

previamente.

A pesar de estos casos especificos, la mayoria de los genes que conforman las vias y
los procesos que participan en el desarrollo embrionario se conservan en los
triatominos, esto es consistente con la idea de que estos son procesos basicos que son

fundamentales para el desarrollo de insectos o animales.

5.2 Genes del sistema tragueal en Rhodnius prolixus.

Como primer paso a partir de las identidades encontradas se decidio testear las
hipotesis evolutivas por lo que se construyeron arboles filogenéticos utilizando la
inferencia bayesiana. Se obtuvieron los arboles correspondientes a cada gen analizado y
se pudo inferir que tipo de relacion evolutiva tenia cada gen con respecto a otras
secuencias equivalentes encontradas en otras especies. Existieron casos que no fueron
tal y como se los esperaba, generando cierto ruido en los arboles trazados. Tal es el caso
para breathless que las secuencias de T. palidipennis, T. infestans y T. dimidiataen el
arbol se ubicaron alejadas con respecto a los demas insectos. Observando el
alineamiento realizado se podria llegar a inferir que el isotig05797 identificado como btl

para T. infenstans en realidad no corresponderia a este gen ya que la secuencia no
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presentd homologia clara con ninguna de las otras secuencias analizadas; a su vez los
otros dos triatominos presentaron secuencias muy cortas en cuanto a su longitud, por lo
que con los datos obtenidos por la secuenciacion por la plataforma Illumina
esperariamos tener una mejor cobertura y poder darle una mayor identidad a estos
isotigs como btl y asi encontrar mayor relacion evolutiva de estas secuencias con la de
los demas insectos. Para el gen HIF prolyl hydroxylase se pude ver que las secuencias
de los cuatro triatominos mostraron una mayor relacion evolutiva entre ellos y a su vez,
se los ubicaron mas préximos a los demas insectos que fueron incluidos en el analisis.
Este arbol mostrd las relaciones que se esperaban de acuerdo a los ordenes y tipo de
embriogénesis correspondiente a cada especie. El arbol generado para similar mostré a
A. echinatior alejada del resto de los insectos, observando el alineamiento se pudo ver la
falta de similitud de secuencia de esta especie con respecto a las demas incluidas en el
analisis. Se podria inferir quela secuencia en realidad no corresponde a esta proteina o
que en el grupo de himendpteros este gen haya divergido en cuanto a su secuencia con
respecto a los demas insectos. A R. prolixus también se lo ubica alejado evolutivamente
de los demads insectos, por lo que se podria pensar que ocurrié lo mismo que en A.
echinatior, apoyando la hipédtesis de divergencia de secuencia. Para constatar esto seria
ideal identificar a sima en los demas triatominos asi podriamos establecer las relaciones
de homologia entre ellas y a partir de eso poder afirmar o refutar tal supuesto. Con los
nuevos datos que estan siendo procesados usando la plataforma Illumina podriamos

identificar al gen.

En el caso para el gen trachealess, el arbol que se obtuvo muestra a T. pallidipennis
alejado evolutivamente de todas les especies incluidas en el analisis, principalmente de
los demaés insectos. Esto sugeriria que el singleton HOTUR5Q02H4NG identificado

como trh podria no estar representando tal gen o que el tamafio de la lectura fuera
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demasiado corto como para abarcar la longitud total del gen. Esta ultima hipotesis
parece ser la mas certera ya que al observar el alineamiento multiple de las secuencias
proteicas se puede ver un pequefio fragmento de la misma, s6lo encontrandose uno de
los dominios caracteristico de la proteina. Otra especie que qued6 fuera del grupo
esperado fue C. quinquefasciatus que se lo ubico muy alejado de las otras especies del
orden diptero y junto a A. franciscana un crustaceo. Tras el alineamiento se puede ver
que la secuencia en el mosquito difiere significativamente de las otras especies de
dipteros, por lo quese podria inferir quela secuencia en realidad no corresponde a esta
proteina o que en C. quinquefasciatus este gen haya divergido en cuanto a su secuencia

con respecto a los demas dipteros.

Luego de los analisis bioinformaticos, fue posible validar de manera experimental la
presencia de genes btl, trh, sima y Hph en el transcriptoma embrionario de R. prolixus,

y asi poder establecer un paso fundamental para realizar una validacion funcional.

Como previamente fue mencionado en este trabajo, el sistema traqueal en R.
prolixus a dejado de ser estudiado con el surgimiento de D. melanogaster como
organismo modelo en la biologia del desarrollo. Wigglesworth en sus trabajos
determiné la estructura y fisiologia del sistema traqueal pero no lleg6 a realizar una
basqueda sobre qué genes participaban para determinar tales caracteristicas
(Wigglesworth, 1954;Wigglesworth, 1972), es por esto que este trabajo se decidid
recopilar lo que Wilggesworth determind en R. prolixus sobre el sistema traqueal junto
con la informacidn genética conocida en D. melanogaster del mismo (Ghabrial et al.,
2003) y asi poder determinar la funcion que desempefian los genes durante el estadio
embrionario en la traqueogénesis a partir de la interferencia de la expresion de los

mismos.
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La técnica de interferencia mediada por ARN (ARNi) es un método simple y rapido
para inhibir la funcidn de genes especificos, descubierta por primera vez en C. elegans
(Fire et al., 1998; Guo et al., 1995). Ha permitido el estudio de la funcion génica por la
degradacion especifica de transcriptos mediada por ARNdc tanto en los organismos
interferidos como en su descendencia (Cejka et al., 2006; Couzin, 2002). A esto ultimo
se le da el nombre de interferencia parental mediada por ARN (ARNi parental), y se la
ha aplicado con éxito en T. castaneum, O. fasciatus, L. migratoria, G. bimaculatus,
entre otros (Hughes et al., 2000; Bucher et al., 2002; He et al., 2006; Lynch et al.,
2010). Algo interesante para tener en cuenta a la hora de analizar los fenotipos es que a
medida que aumenta el tiempo desde la interferencia, el nimero de embriones que
exhiben algun fenotipo disminuye, como asi la severidad de los mismos (He et al.,
2006). Esta pérdida gradual en la actividad de la RNAIi puede deberse a una deplecion

continua del ARNdc introducido en el organismo parental (Bucher et al., 2002).

En este trabajo se realizd la interferencia parental para el gen trachealess el cual
previamente fue identificado, en otras especies, COmo un gen necesario para dar inicio a
tubologénesis embrionaria (Isaac et al., 1996). Uno de los procesos de organogénesis en
que la tubologénesis tiene un rol principal es el desarrollo del sistema traqueal, en base
al estudio en D. melanogaster se sabe que el sistema se origina a partir de placodas
traqueales, cluster de células ectodérmicas que aparece a cada lado del embrion desde el
segmento toracico dos hasta el segmento abdominal ocho, que se invaginan y
consecuentemente dan lugar a la formacion del arbol traqueal a través de migracion y
fusion de ramas, sin division celular (Manning et al., 1993). La formacién de las
placodas traqueales esta regulada por genes de polaridad de segmento que a lo largo del
eje anteroposterior del embrion, en cada segmento, limitan que celulas ectodérmicas

desarrollan como traqueales (De Celis et al., 1995). Por andlisis genético se pudo
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determinar que trachealess junto al gen tango (tgo) establecen un factor de transcripcion
heterodimero que tiene una participacion central en el sistema traqueal. Trh codifica
para un dominio bHLH-PAS y se expresa en todas las células traqueales. La activacion
de este gen en las células precursoras traqueales es justo antes de que estas reciban las
primeras sefiales morfologicas de su especializacion y son los genes de segmentacion
dome y stat92E los encargados de dar inicio a esta expresion (Isaac et al., 1996;Wilk et
al., 1996; Brown et al., 2001;Chen et al., 2002). Tgo, la otra subunidad del factor,
codifica también para un dominio bHLH-PAS pero su expresion no es especifica de

traqueas.

Por estudios en mutantes trh se pudo observar fallas en el proceso de invaginacion
inicial y en la induccion de expresion de genes traqueales, necesarios para continuar el
desarrollo de las ramas traqueales como btl y rho (Boube et al., 2000). BTL es un
receptor FGF (Factor de crecimiento de fibroblastos) y actua en la ramificacion
primaria, el proximo paso luego de la invaginacion ectodérmica en el desarrollo
traqueal. Rho actla para que la invaginacion ectodérmica se complete correctamente
(Llimargas et al., 1999; Wilk et al., 1996;0hshiro et al., 1997; Boube et al., 2000).
Ademaés, mediante analisis de expresion de trh de manera ectdpica se pudo observar que
es capaz de inducir invaginaciones traqueales adicionales; ante esto se lo propuso como
un posible inductor del destino celular traqueal, lo que queda sustentado por su

temprana expresion en las células precursoras (Boube et al., 2000).

Con la informacion previa sobre el funcionamiento de trh y el resultado obtenido en
la interferencia realizada en este trabajo, se podria inferir que durante el estadio
embrionario de R. prolixus trh se activa en el sistema traqueal para dar comienzo al
proceso de invaginacion ectodermica estableciendo el primer paso del desarrollo del

sistema e inducir la expresion de los genes traqueales necesarios para continuar el
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proceso. Solo se lo considera como un supuesto ya que el resultado obtenido es
preliminar debido a que solamente un embrién mostré fenotipo de falta de funcion. Con
un numero mayor de embriones se obtendrian una mayor significancia de los resultados,

haciendo posible afirmar fehacientemente la funcion del gen trachealess en R. prolixus.
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6. CONCLUSIONES FINALES.

e En este trabajo fue posible identificar la mayoria de los genes relevantes para el
desarrollo embrionario de triatominos, un grupo de insectos que ha sido poco estudiado.

e Se pudo determinar las relaciones evolutivas de los genes trachealess,
breathless, similar y HIF prolyl hydorxylase, protagonistas del desarrollo del sistema
traqueal.

e Se pudo dar comienzo a la validacion funcional del gen trachealess en Rhodnius

prolixus, estableciendo resultados preliminares.

Este trabajo sienta las bases para futuros estudios funcionales que nos permitan
entender los procesos evolutivos subyacentes en la determinacion del fenotipo de

especies relacionadas.
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8. RESUMEN.

El desarrollo de la gendmica de insectos tiene un gran impacto en la entomologia
basica y aplicada al control de plagas o a insectos beneficiosos. Recientemente un
consorcio internacional del cual nuestro laboratorio forma parte completo el
secuenciamiento del genoma de Rhodnius prolixus, un insecto modelo vector de la
enfermedad de Chagas. Con el fin de ampliar el conocimiento del genoma de
triatominos, se secuencié y ensamblé el transcriptoma de tres especies de la familia
Reduviidae de distintas regiones de América: Triatoma dimidiata, Triatoma
pallidipennis y Triatoma infestans. Usando la informacién generada se realizd busqueda
y analisis del complemento total de los genes implicados en el desarrollo embrionario
de insectos, desde estadios embrionarios temprano hasta el desarrollo post-embrionario.
Con ese fin se genero6 una base de datos de aproximadamente 1.364 genes con los que se
realizd una basqueda por similitud de secuencia utilizando el algoritmo BLAST para
comparar nuestra base de datos con los transcriptomas de las tres especies del género
Triatoma y de R. prolixus. De esta forma se identificd un amplio repertorio de genes en
las cuatro especies analizadas con un alto nivel de conservacion de secuencia. Los genes
se compararon con los conocidos en otros insectos y se determinaron las diferentes tasas
de evolucion. A partir de los resultados obtenidos, se seleccionaron alguno de los genes

para su validacion funcional por PCR y ARNi parental.
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