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El inicio del desarrollo embrionario está intrínsecamente ligado a una 

secuencia compleja de procesos que tienen lugar durante la ovogénesis. Estos 

procesos son responsables de establecer los ejes corporales, llevar a cabo la 

vitelogénesis y formar el corion. La regulación de este proceso es dirigida por la 

acción y la interacción de genes específicos que intervienen durante la 

ovogénesis, determinando así la morfología final del insecto. A pesar de la 

existencia de abundante literatura sobre la estructura del ovario y los factores 

fisiológicos que orientan la ovogénesis en insectos, el repertorio genético 

subyacente ha sido exhaustivamente estudiado únicamente en Drosophila 

melanogaster. Dentro de este grupo de genes se destacan nanos (nos) y pumilio 

(pum), genes de origen materno, fundamentales para el correcto desarrollo del 

ovocito. Se plantea a Rhodnius prolixus como un organismo modelo para 

investigar el papel de Rp-nos y Rp-pum durante la ovogénesis y el desarrollo 

embrionario temprano que caracteriza a dicho triatomino. En un inicio, se decidió 

examinar la dinámica de expresión de estos genes a lo largo de las diversas 

etapas que definen a la ovogénesis y durante lo primeros estadios del desarrollo 

embrionario. Esto fue complementado con análisis de hibridación in situ para 

determinar su patrón de localización. Como resultado, se concluyó que Rp-nos 

y Rp-pum son genes de expresión materna. Posteriormente, se procedió a 

investigar el papel que desempeñan durante dicho proceso mediante el 

silenciamiento génico específico mediado por la técnica ARN interferente (ARNi) 

parental. Este estudio reveló que Rp-nos contribuye al establecimiento del 

desarrollo embrionario, especialmente en la formación de los segmentos 

torácicos y abdominales; mientras que Rp-pum resulta esencial para la fertilidad 

y fecundidad del triatomino. Dado el papel crucial de la ovogénesis en el ciclo de 

vida del insecto, los resultados obtenidos permitieron identificar genes clave 

involucrados en el desarrollo del ovocito, aportando así conocimientos 

significativos sobre la biología reproductiva del vector responsable de la 

enfermedad de Chagas. 
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ABREVIATURAS 

µg: microgramos. 

µl: microlitro. 

μm: micrómetro.  

µM: micromolar.  

ml: miliitro.  

mm: milímetro.  

mM: milimolar.  

aa: aminoácidos.  

ADNc: molécula de ADN complementaria a un mensajero de ARN. 

ARN: ácido ribonucleico.  

ARNdc: ácido ribonucleico doble cadena.  

ARNi: ARN de interferencia. 

ARNm: Mensajero de ARN. 

BGC: banda germinal corta.  

BGI: banda germinal intermedia.  

BGL: banda germinal larga.  

BrEt: Bromuro de Etidio. 

dNTP: trifosfato de desoxiribonucleotido. 

Fw: del inglés Foward. 

H2O: agua pura.  

oligos: oligonucleótidos. 

ON: over night.  

pb: pares de bases. 
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PCR: (Reacción en Cadena de la Polimerasa), del inglés Polimerase 

Chain Reaction. 

PBS: (Solución Fosfato Salina), del inglés Phosphate Buffer Saline. 

PFA: paraformaldeido.  

qRT-PCR: reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa.  

Rv: del inglés Reverse 

rNTP: trifosfato de ribonucleótido.  

RT-PCR: reacción en cadena de la polimersa con retrotranscripción.  

T˚m: Temperatura de melting.   

U: unidad enzimática.  

V: voltios.  

Zn-F: del inglés Zinc Finger (dominio proteico tipo dedo de Zinc).  
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Rhodnius prolixus como organismo modelo 

Los insectos desempeñan un papel crucial en los ecosistemas terrestres, 

así como también por su notable influencia en la sociedad humana (Guzmán –

Mendoza et al., 2016). Con más de un millón de especies descritas en todo el 

mundo, se destacan como el grupo animal más exitoso en términos evolutivos 

(Purvis & Hector, 2000; Stork, 2018). Este éxito se atribuye a su gran 

abundancia, diversidad y capacidad para colonizar una amplia variedad de 

hábitats como resultado de un largo proceso evolutivo (Mattoni et al., 2000; Stork, 

2018), que condujo a adaptaciones específicas en respuesta a las presiones 

selectivas del entorno (Grimaldi & Engel, 2005; Belles, 2020). 

Entre los insectos, Hemiptera es un orden numeroso y diverso que 

comprende cerca de 90.000 especies conocidas. La sinapormofía de este orden 

es la forma del aparato bucal, tipo suctopicador, con modificaciones de la 

mandíbula y maxila, que dan lugar a la formación de dos canales abiertos: uno 

permite el traspaso de la saliva y el otro es utilizado para succionar savia o fluidos 

animales (Berenbaum, 1996). Dentro de dicho orden se encuentra la especie 

Rhodnius prolixus, insecto hematófago perteneciente a la subfamilia Triatominae 

(género Reduviidae). Es un insecto hemimetábolo, el cual presenta un 

crecimiento gradual donde las ninfas se asemejan a la morfología adulta, y no 

atraviesan transformaciones bruscas (Anderson, 1972; Belles, 2020) (Figura 1).  
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R. prolixus es capaz de transmitir el protozoo Trypanosoma cruzi, agente 

etiológico de la enfermedad de Chagas. Se estima que entre 6 y 7 millones de 

personas están infectadas crónicamente por T. cruzi, y entre 50 y 60 millones 

corren el riesgo de contraer la enfermedad (Coura & Dias, 2009; Aldasoro et al., 

2017; Kratz et al., 2018). Debido a la ausencia de vacunas y tratamientos 

efectivos contra la enfermedad, el control del vector es el único medio para 

reducir la transmisión de la misma (Sosa et al., 2009; Buarque et al., 2013).  

Debido tanto a su interés sanitario como biológico, se lo considera como 

organismo modelo de estudio, elegido en comparación con los otros vectores de 

la enfermedad (Triatoma spp. y Panstrongylus spp.), debido a que su ciclo de 

vida es más corto, lo que lo convierte en un modelo de estudio flexible y práctico 

para el trabajo de laboratorio. R. prolixus es uno de los insectos modelo sobre el 

cual se construyeron las bases de la fisiología y endocrinología de los insectos 

(Buxton, 1930; Wigglesworth, 1934a; 1951; 1964; Edwards, 1998; Davey, 2007;). 

Además, han sido descritas las etapas del desarrollo embrionario de este 

triatomino, a partir del cual se identificaron eventos claves como la formación de 

la banda germinal y los movimientos morfogenéticos de la anatrepsis y 

katatrepsis (Kelly & Huebner, 1989; Mellanby, 1935, 1936).  

La disponibilidad y accesibilidad de datos genómicos 

(https://www.vectorbase.org/) y transcriptómicos (Medeiros et al., 2011; Ribeiro 

et al., 2014; Brito et al., 2018; Cardoso et al., 2020; Leyria et al., 2020b; Pascual 

  

 

Figura 1. Ciclo de vida de R. prolixus. Huevos, estadios ninfales (N1 – N5) y adulto de 

Rhodnius prolixus. La variación del color en los huevos hace referencia al avance del estadio 

de desarrollo del embrión, siendo el color rosa intenso los estadios más tardíos del desarrollo. 

Figura extraída de https://www.goconqr.com/es/p/5960102.  

https://www.vectorbase.org/
https://www.goconqr.com/es/p/5960102
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& Rivera-Pomar, 2022), han permitido efectuar la identificación de genes 

ortólogos conservados durante las primeras etapas del desarrollo embrionario; 

además, el desarrollo de diversas herramientas moleculares (Lavore et al., 2012; 

Pascual et al., 2021) posibilitaron la caracterización genética de dicho proceso 

en el triatomino (Lavore et al., 2015; Sedra & Lange, 2016; Pascual et al., 2021; 

Lange et al., 2022; Pascual y Rivera-Pomar, 2022). Asimismo, debido a la 

relevancia de los procesos reproductivos en insectos vectores como posible 

blanco para agentes de control, en los últimos años, se han estudiado en detalle 

las bases moleculares y genéticas que dirigen el proceso de ovogénesis en R. 

prolixus (Atella et al., 2005; Alves - Bezerra et al., 2016; Vieira et al., 2018; Brito 

et al., 2018; Coelho et al., 2021; Pascual et al., 2021; Pascual & River – Pomar, 

2022; Faria-Reis et al., 2023). A pesar de los avances significativos, aún quedan 

cuestiones por dilucidar. 

 

Embriogénesis de insectos 

El plan corporal de los insectos se encuentra altamente conservado; 

poseen una cabeza que consta de 6-7 segmentos, un tórax con 3 segmentos y 

un abdomen constituido por 8-11 segmentos. Dicha conservación morfológica 

esconde una gran diversidad subyacente en el desarrollo embrionario que da 

origen a este plan corporal (Davis & Patel, 2002; Liu & Kaufman, 2005; Lynch et 

al., 2012).  

La embriogénesis comienza con repetidas divisiones nucleares en el 

centro del huevo, sin divisiones citoplasmáticas, formándose un gran sincitio. 

Luego estos núcleos migran a la periferia y dan lugar al estadio de blastodermo; 

el cual pasa de sincitial a celularizado a medida que avanza el desarrollo (Davis 

& Patel, 2002). 

Luego del estadio de blastodermo, la embriogénesis entre los distintos 

grupos de insectos varía respecto a cómo y cuándo se define el patrón corporal 

segmentado, lo que permite clasificarlos en tres grandes grupos: insectos de 

banda germinal larga (BGL), corta (BGC) e intermedia (BGI) (Figura 2) (Krause, 

1939; Davis & Patel, 2002). Esta clasificación se establece en base al número 
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de segmentos especificados en el rudimento embrionario antes de que tenga 

lugar el estadio de gastrulación (Krause, 1939; Tautz et al., 1994). 

 

 

Los desarrollos embrionarios de BGC e BGI son una forma de 

embriogénesis más primitiva, representadas en los órdenes más basales de 

insectos, en los cuales sólo los segmentos cefálicos y/o torácicos son 

especificados en estadios previos a la gastrulación, los restantes son formados 

de manera secuencial a partir de una zona de crecimiento localizada en la región 

posterior de la banda germinal (BG) (Figura 2B) (Krause, 1939; Sander, 1981; 

Davis & Patel, 2002). La diferencia entre un desarrollo embrionario de BGC e 

BGI radica en el número de segmentos anteriores especificados, siendo mayor 

en BGI con respecto a BGC (Liu & Kaufman, 2004a, b). El desarrollo embrionario 

del tipo BGL se da en insectos más evolucionados, como dípteros e 

A B 

Figura 2. Embriología de insectos. Se representan los tipos de 

embriogénesis correspondiente a BGL (A) y BGC/I (B), donde se 

visualizan la cantidad de segmentos especificados en estadio de 

blastodermo. Anterior – Posterior indica la polaridad del embrión; 

en violeta se muestran los segmentos especificados y en celeste 

se marca el vitelo. Figura tomada de Pascual, 2019. 
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himenópteros (Davis & Patel, 2002; Liu & Kaufman, 2005) (Figura 2A) donde 

todos los segmentos son especificados de manera simultánea durante el estadio 

de blastodermo. 

Paradójicamente, los procesos de desarrollo embrionario, incluido la 

segmentación, han sido estudiados en organismos de BGL, específicamente en 

Drosophila melanogaster (Rivera-Pomar & Jackle, 1995; Gregor et al., 2007; 

Jaeger, 2011), permitiendo explicar la red génica que regula y dirige cada una 

de las etapas del proceso. El control de la segmentación está dado por una red 

jerárquica de genes, los cuales forman un circuito de activación – represión 

(Nusslein-Volhard et al., 1980; Nusslein-Volhard et al., 1987; Lawrence, 1992). 

El primer control comienza con factores génicos que son depositados por la 

madre en el ovocito en desarrollo, llamados genes maternos; los cuales 

establecen gradientes a lo largo del embrión que determinan la polaridad básica 

del mismo. En un nivel inferior y, regulado por dichos genes, están los genes 

gap, de origen cigótico que se expresan en extensos dominios parcialmente 

superpuestos, determinando grandes regiones corporales. Los genes gap no 

solo controlan a los de su misma clase, sino que también permiten la activación 

de los genes pair – rule (Sauer et al., 1996), los cuales se expresan de manera 

alternada en un patrón de franja de siete bandas verticales perpendiculares al 

eje anteroposterior (A-P), dividiendo al embrión en unidades periódicas que se 

denominan parasegmentos. A su vez, dichos genes activan la transcripción de 

los genes de polaridad de segmento que dividen al embrión en catorce unidades 

segmentarias, estableciendo la periodicidad del embrión (Lawrence, 1992).  

En conjunto, los productos de los genes gap, pair-rule y de polaridad de 

segmento interactúan para regular la expresión de los genes selectores 

homeóticos, cuya transcripción determina el destino de desarrollo e identidad de 

cada segmento (Martínez-Arias & Lawrence, 1985; Harding et al., 1989; 

Lawrence, 1992). 

En los insectos de BGC/BGI, la especificación se da por las interacciones 

de los factores génicos con proteínas ancladas en la membrana, activando 

distintas vías de señalización. De esta forma, como producto de la expresión 

génica diferencial en cada segmento en formación, cada uno obtiene una 



15 
 

identidad corporal determinada (Davis & Patel 2002). La mayoría de los genes 

del desarrollo identificados originalmente en D. melanogaster resultaron 

desempeñar funciones similares en organismos de BGC/BCI (Damen et al., 

2007; Farzana & Brown, 2008; Lynch & Desplan, 2010; Schmitt-Engel et al., 

2012; Lavore et al., 2012, 2014; Janssen & Budd, 2013; Clark, 2017; Clark & 

Peel, 2017; Reding et al. 2019; Pascual et al., 2021; Pascual & Rivera - Pomar, 

2022; Klingler & Bucher, 2022). Estos avances reconcilian y acercan las 

diferencias observadas respecto a cómo se modela el patrón corporal. 

 

Embriogénesis en Rhodnius prolixus 

El desarrollo embrionario de R. prolixus se caracteriza por ser del tipo 

BGC y ha sido descrito a nivel morfológico y celular (Mellanby, 1934, 1935; Kelly 

& Huebner, 1989; Liu & Kaufman, 2005; Berni et al., 2014; Heming, 2018). En 

este tipo de embriogénesis, una vez que se establece el blastodermo celular, 

algunas células migran hacia el polo posterior del huevo para dar lugar al 

desarrollo del rudimento embrionario, mientras que las restantes originan las 

estructuras extraembrionarias. A medida que se forma el rudimento embrionario, 

las células se invaginan en el polo posterior del huevo; desplazándose desde la 

cara ventral hacia la cara dorsal del mismo, dando inicio a la gastrulación (Figura 

3A). En simultáneo, se produce la elongación de la BG desde su extremo 

posterior, en dirección al polo anterior del huevo, y tiene lugar la primera fase 

blastocinética, llamada anatrepsis, en donde los ejes del huevo y del embrión no 

son coincidentes.  

Cuando la elongación de la BG se completa, ocurre la segunda fase 

blastocinética o katatrepsis (Figura 3B). El embrión avanza por su extremo 

anterior, en dirección al polo anterior del huevo, estableciéndose la orientación 

definitiva y coincidente de ejes embrionarios y del huevo. Visto lateralmente, el 

recorrido del embrión tiene forma de “U” (Mellanby, 1935; Johannsen & Butt, 

1941; Kelly & Huebner, 1989; Heming, 2003; Panfilio et al., 2006). En este 

momento culmina la primera etapa del desarrollo conocida como desarrollo 
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temprano, ya no se producen otros cambios morfológicos externos y comienza 

la organogénesis ‒desarrollo tardío‒. 

  

Figura 3. Representación esquemática del proceso de anatrepsis (A) y katatrepsis (B) de 

R. prolixus. VD, vista dorsal; VV, vista ventral; A, anterior; P, posterior; D, dorsal; V, ventral. 

Tomada de Esponda – Behrens, 2013.  

B 

A 
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La información genómica y transcriptómica disponible (Medeiros et al., 

2011; Ribeiro et al., 2014; Brito et al., 2018; Cardoso et al., 2020; Leyria et al., 

2020b; Cohelo et al., 2021; Pascual & Rivera-Pomar, 2022), hizo posible la 

identificación y caracterización de un gran número de genes involucrados en el 

desarrollo embrionario del triatomino (Lavore et al., 2012, 2014, 2015; Pagola, 

2012; Esponda-Behrens, 2014; Berni et al., 2014). Dentro de la jerarquización de 

los genes de segmentación identificada previamente en D. melanogaster, en el 

triatomino se identificó como gen gap a Krüppel (Rp-Kr) y giant (Rp-gt). Ambos 

participan en el establecimiento del eje A-P, donde Rp-gt se requiere para la 

correcta formación de cabeza y abdomen (Lavore et al., 2012), y Rp-Kr para el 

desarrollo de los segmentos torácios y abdominales de los embriones. Este 

último, además, se lo reportó involucrado en la regulación del gen homeótico sex 

comb-reduced (Rp-scr) (Lavore et al., 2014). Además, se identificó al gen gap 

hunchback (Rp-hb) (Rolandelli, 2013; Delgado, 2018), donde se demostró que la 

pérdida de función de dicho gen no solo afecta el desarrollo del aparato bucal, 

sino que también produce defectos a nivel torácicos y abdominales. Otro gen 

identificado como gap fue mille-pattes (Rp- mlpt), el cual se lo reportó actuando 

durante el proceso de segmentación gnatal y torácica del triatomino (Tobias- 

Santos et al., 2019).  

Al gen Toll (Rp-Toll) se lo identificó como el actor esencial e inicial para 

dar lugar al establecimiento del eje D-V durante la embriogénesis del triatomino, 

además se evidenció su rol durante la formación del eje A-P, determinando la 

ubicación del embrión dentro del huevo durantes los diferentes estadios del 

desarrollo (Pagola, 2012; Berni et al., 2014). Otros genes reportados 

involucrados en el establecimiento del eje D-V en R. prolixus fueron dorsal (Rp-

dl) y decapentaplegic (Rp-dpp) (Pagola, 2012).  

Dentro del grupo de genes homeóticos, los cuales desempeñan un papel 

crucial en la determinación de la identidad de los segmentos corporales a lo largo 

del eje A-P, se ha informado sobre la función del gen caudal (Rp-cad) (Esponda 

– Behrens, 2014). Este gen ejerce una influencia significativa en la especificación 

y desarrollo de las estructuras ubicadas en la región posterior del embrión. 

Asimismo, entre los genes homeóticos, formando parte del cluster HOX, se ha 

descrito la función de sex combs reduced (Rp-scr) (Esponda – Behrens, 2014). 
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Este gen está directamente implicado en la formación del segmento labial y 

desempeña un papel fundamental en la diferenciación y desarrollo de esta región 

específica del embrión. Es esencial destacar que tanto Rp-scr como Rp-cad 

exhiben una notable conservación en sus funciones, lo cual se refleja en 

similitudes identificadas en especies ortólogas, como se ha documentado en 

estudios previos (Pattatucci & Kaufman, 1991; Pattatucci et al., 1991; Hughes & 

Kaufman, 2000; Curtis et al., 2001). 

Aunque se identificó un gran número de genes conservados durante el 

desarrollo embrionario (Medeiros et al., 2011; Ribeiro et al., 2014; Brito et al., 

2018; Cardoso et al., 2020; Leyria et al., 2020b; Pascual & Rivera-Pomar, 2022), 

aún se desconoce el rol de cada uno de ellos a lo largo de los diferentes estadios 

que caracterizan a la embriogénesis del triatomino.  

 

Ovogénesis en insectos  

La formación y maduración del ovocito es un proceso altamente 

controlado, que debe ocurrir en el momento indicado y en la secuencia correcta 

para que se dé inicio al desarrollo embrionario de manera exitosa (Latham & 

Schultz, 2001). Durante dicho proceso, se establecen los ejes de simetría 

corporal (Roth et al., 1989; Schupbach & Roth, 1994; Coutelis et al., 2008), se 

produce la vitelogénesis (Atella et al., 2005), y se forma el corion (Papantonis et 

al., 2015).  

Los ovarios son órganos internos compuestos de tejido somático y 

germinal que contienen a los ovocitos en desarrollo (De Cuevas, 2005). La 

estructura del ovario en los insectos es variable, lo cual es coincidente a su 

diversidad como grupo. Aun así, se observa que los ovarios son dos y simétricos 

respecto del eje longitudinal del cuerpo, y cada uno de ellos está formado por 

estructuras tubulares denominadas ovariolas, cuyo número es especie-

específico (Lynch & Roth, 2011; McLaughlin & Bratu, 2015). Están 

caracterizados por la presencia de distintos tipos celulares que acompañan y 

nutren al ovocito en desarrollo, y que permiten el traspaso de la información 

genética a la siguiente generación (Lynch & Roth, 2011). Más allá de compartir 

este patrón general, citológicamente, se diferencian dos tipos de ovarios: 
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panoísticos o meroísticos. Estos no solo se caracterizan por la ausencia o 

presencia, respectivamente, de células nodrizas que nutren y proveen de 

citoplasma al ovocito hasta alcanzar su madurez, sino que también se 

diferencian por la vía de desarrollo que muestran para llegar al estado de ovocito 

(Lynch et al., 2011; McLaughlin & Bratu, 2015). El tipo de ovogénesis manifiesta 

una estrecha relación con la posición evolutiva que presenta el insecto, y 

determina qué tipo de desarrollo embrionario da origen al plan corporal del 

mismo (Davis & Patel, 2002; Liu & Kaufman, 2005; Lynch et al., 2011; Lynch & 

Roth, 2011). Los meroísticos politróficos predominan en los grupos más 

derivados, preferentemente en insectos holometábolos y asociados a 

embriogénesis del tipo BGL, se caracterizan por presentar células nodrizas que 

acompañan al ovocito en desarrollo a lo largo de la ovariola y, son rodeados por 

una capa de células foliculares que envuelven por completo a ambos conjuntos 

celulares. Los ovarios meroísticos telotróficos se encuentran tanto en insectos 

hemimetábolos como holometábolos, pero asociados con insectos de BGC/I, se 

caracterizan por presentar células nodrizas en el extremo anterior de cada 

ovariola, actuando como fuente común de ARNm y componentes citoplasmáticos 

para todos los ovocitos. Los ovarios panoísticos están generalizados en insectos 

basales, asociados exclusivamente a insectos con un desarrollo embrionario 

mayoritariamente del tipo BGC (Figura 4) (Lynch et al., 2011).  
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Una característica común presente entre los diferentes tipos de ovarios 

y modos de embriogénesis es la deposición de ARNm y proteínas de origen 

materno al ovocito en desarrollo (Tadros & Lipshitz, 2009). La mayoría de estos 

factores maternos se han observado localizados de manera asimétrica en el 

ovocito, promoviendo la polarización del mismo. Dicha polarización se encuentra 

determinada por factores que varían según los diferentes tipos de ovogénesis 

(Kugler & Lasko, 2009; Lecuyer et al., 2007).  

 

Ovogénesis en Rhodnius prolixus  

Las hembras adultas de R. prolixus presentan dos ovarios de tipo 

telotrófico formados, cada uno, por siete estructuras tubulares denominadas 

ovariolas (Lutz & Huebner, 1981; Huebner & Injeyan, 1981). El extremo anterior 

de cada ovariola se denomina germario, donde se localizan las células nodrizas, 

las cuales se diferencian según su tamaño nuclear y dividen al germario en tres 

zonas (zona I, II y III). Su función es producir y proveer al ovocito en desarrollo 

Figura 4. Estructura de las ovariolas correspondientes a tres organizaciones 

distintas de ovarios de insectos. A) Ovariola de ovario panoístico, B) Ovariola 

de ovario telotrófico y C) Ovariola de ovario politrófico. Para cada uno se indica las 

distintas partes que lo componen (germario, células foliculares, células nodrizas, 

oocitos en desarrollo). Referencias: A, Polo anterior; P, Polo posterior. Figura 

adaptada de McLaughlin & Bratu (2015).  

A B C 
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de nutrientes, proteínas y ARNm a través de cordones tróficos citoplasmáticos 

especializados en su transporte (Huebner & Anderson, 1972c). Hacia la región 

posterior del germario, se encuentra el vitelario, donde se localizan los ovocitos 

en desarrollo, cada uno rodeado por una capa de células foliculares. (Huebner 

& Anderson, 1972c; Lutz & Huebner, 1981) (Figura 5A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Durante el desarrollo del ovocito se pueden distinguir diferentes fases en 

base al proceso activo de captación de precursores de vitelo (vitelogenina), 

diferenciadas como fase pre-vitelogénica, vitelogénica y coriogénica (Figura 5B). 

Durante la fase pre-vitelogénica la tasa de crecimiento de los ovocitos es lenta, 

y se da a expensas de los nutrientes que reciben a través de cordones tróficos 

(Huebner & Anderson, 1972; Huebner, 1981; Büning, 1994). Avanzando con el 

desarrollo, continúa la fase vitelogénica; la cual es crítica para el desarrollo del 

huevo. En esta fase, los precursores proteicos del vitelo son producidos en 

grandes cantidades por tejidos extraovárico, principalmente por el cuerpo graso 

(Bellés, 1998; Giorgi et al., 2005). Dentro de los precursores generados, el 

primordial en el vitelo es la vitelogenina, proteína secretada a la hemolinfa y 

captada por los ovocitos en desarrollo a través de endocitosis mediada por 

receptor (Bellés, 1998; Giorgi et al., 2005; Pascual et al., 2021). Una fuente 

complementaria de vitelogenina está a cargo de las células foliculares que 

Previtelogénico Vitelogénico 

Coriogénico 

ADN 
ACTINA 

ZI ZII ZIII 

Germario 

O-pv 

O-v 

CF CT 

O-ch 

B 

Figura 5. Estructura de ovariola telotrófica de R. prolixus. A) 

Ovariola de R. prolixus donde se identifica: germario con sus 

correspondientes zonas (ZI, ZII y ZIII, respectivamente), O-pv: 

ovocito previtelogénico, O-v: ovocito vitelogénico, CF: células 

foliclares, CT: cordón trófico y O-ch: ovocito coriogénico. B) 

Etapas durante el desarrollo del ovocito. A: anterior, P: posterior. 

Figura adaptada de Pascual & Rivera – Pomar, 2022. 

A 

A P 
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rodean a los ovocitos en desarrollo (Melo et al., 2000). La vitelogenina es 

almacenada en los ovocitos en desarrollo, generando así grandes cantidades de 

reservas nutritivas que posteriormente sustentarán el crecimiento del embrión 

(Kunkel & Nordin, 1985). Por último, durante la fase coriogénica, se forma el 

corion, estructura que proporciona protección mecánica y previene su 

deshidratación; así como también facilita la fertilización y constituye la capa más 

externa del huevo (Beament, 1946; King & Aggarwal, 1965; Telfer & Anderson, 

1968; Waring & Mahowald, 1979; Mazur et al., 1982; Fakhouri et al. 2006). 

Cuando el huevo está formado atraviesa el oviducto para ser ovipuesto (Huebner 

& Anderson, 1972b). En este punto, el huevo es de color rosado, debido a la 

pigmentación del vitelo, con 2 mm de largo y 1 mm de diámetro, de forma ovalada 

con la cara dorsal cóncava y con la presencia del opérculo en la región anterior, 

el cual permite emerger a la larva durante su eclosión (Figura 6). Esta disposición 

muestra la constitución de la polaridad del huevo dentro del ovario. El corion es 

transparente, lo que hace posible observar los cambios en la apariencia externa 

del embrión -morfología y pigmentación-, y permite el monitoreo del desarrollo 

embrionario. Además, su superficie presenta un patrón poligonal-hexagonal 

(ocasionalmente pentagonal) uniforme, y una sustancia cementante que le 

permite adherirse a las superficies donde son depositados (Beament, 1946).  

. 

Figura 6. Morfología de la estructura del huevo de R. prolixus. Se representa una 

esquematización grafica del huevo junto a la fototgrafia tomada bajo lupa estereoscópica. 

A la izquierda se observa en vista dorsal y a la derecha en vista ventral. A: anterior; P: 

posterior. Foto extraída de Pascual, 2019.  
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Los diferentes estados de desarrollo del ovocito dependen del estado 

nutricional del insecto (Valle et al., 1987; Atella et al., 2005; Raikhel, 2005), de 

factores hormonales (Wigglesworth 1934; Davey, 1987, 2000; Melo et al., 2000; 

Davey, 2007), y factores genéticos. Referente a estos últimos, la información 

transcriptómica generada permitió sentar las bases para la identificación de un 

amplio repertorio génico (Coelho et al., 2021; Pascual & Rivera – Pomar, 2022) 

con potencial función durante la ovogénesis y desarrollo embrionario temprano. 

Algunos de ellos fueron abordados experimentalmente, como cactus (Rp-cact) 

(Berni et al., 2014), piwi2 (Rp-pw2), piwi3 (Rp-pw3), argonauta (Rp-arg) (Brito et 

al., 2018), ATG6 (Rp-ATG6) (Vieira et al., 2018), cornichon (Rp-cni) (Pascual, 

2019), ATG-8 (Rp-ATG-8) (Pereira et al., 2020), ULK1-ATG1 (Rp-ATG) (Bomfim 

& Ramos, 2020), ATG3 (Rp-ATG3) (Santos & Ramos, 2021), Bicaudal C (Rp-

BicC) (Pascual et al., 2021), empty spiracles (Rp-ems) (Nazar et al., 2022) y 

Bicaudal D (Rp-BicD) (Pascual & Rivera – Pomar, 2022), logrando identificar su 

acción durante el desarrollo del ovocito. Más allá de esto, no se conocen de 

manera comprensiva la genética subyacente a dicho proceso. 

 

Genes maternos: nanos y pumilio.  

El primer control del desarrollo embrionario comienza con factores 

génicos que son depositados por la madre en el ovocito durante la ovogénesis, 

llamados genes maternos. Estos no solo establecen la polaridad del ovocito, sino 

que también, posteriormente, determinarán la polaridad del embrión (Roth et al., 

1989; Schupbach & Roth, 1994). Se ha revelado la existencia de cuatro grupos 

de genes maternos, de los cuales tres grupos de genes establecen la polaridad 

a lo largo del eje anteroposterior (A-P), mientras que el patrón dorsoventral (D-

V) está determinado por un solo grupo de genes (Niisslein-Volhard et al., 1987; 

Anderson, 1987; Roth & Niisslein-Volhard, 1989; Niisslein-Volhard, 1991; St. 

Johnston & Nfisslein-Volhard, 1992).  

Dos genes de origen materno que han sido identificados cumpliendo un 

rol fundamental en la polarización del ovocito y posterior desarrollo embrionario 

son nanos (nos) y pumilio (pum) (Barker et al., 1992; Nüsslein-Volhard et al., 

1987; Wang & Lehmann, 1991). Identificados inicialmente en D. melanogaster, 
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ambos genes codifican proteínas que se caracterizan por formar parte de un 

grupo de proteínas de unión al ARN (RBP, del inglés RNA binding - proteins), 

que median mecanismos de regulación post transcripcional. pum codifica para 

una proteína con un dominio de homología Pum conservado (Pum-HD) ubicado 

en el extremo C - terminal (Edwards et al., 2000, 2001; Wang et al., 2001); y nos 

codifica para una proteína con dos dominios únicos de dedos zinc (ZF) de tipo 

CCHC en el extremo C - terminal (Curtis et al., 1997; Hashimoto et al., 2010). 

Dichas proteínas actúan como represores que reducen la expresión de otras 

proteínas y promueven la degradación de diversos ARNm (Wharton & Struhl, 

1991; Wreden et al., 1997). Se las identificó actuando en diversos procesos 

biológicos como el control de la proliferación de células madre de la línea 

germinal, del desarrollo embrionario, de la morfología neuronal y en la formación 

de la memoria a largo plazo (Forbes & Lehmann, 1998; Asaoka-Taguchi et al., 

1999; Dubnau et al., 2003; Ye et al., 2004; Muraro et al., 2008).  

Durante la ovogénesis en D. melanogaster, se reportó que la expresión 

génica de ambos se encuentra localizada en el polo posterior del ovocito en 

desarrollo (Wang & Lehmann, 1991; Barker et al., 1992; Wang et al., 1994). Sin 

embargo, para el caso de nos, dicha expresión inicialmente se la localiza de 

manera ubicua en todo el germario y citoplasma del ovocito en desarrollo, y a 

medida que avanza la ovogénesis, su expresión se centra en el polo posterior 

del mismo (Wang et al., 1994; Forrest & Gavis, 2003). El rol principal, de ambos 

genes, es a nivel del mantenimiento de la línea germinal, aunque presentan 

diferentes patrones de acción durante el desarrollo del ovocito. La ausencia de 

pum da como resultado la falta de mantenimiento de las células madres que 

componen la línea germinal, en cambio la ausencia de nos promueve la 

detención del desarrollo de las células de la línea germinal del díptero (Forbes & 

Lehman, 1998). Por lo tanto, en las hembras hay una reducción drástica en el 

número de huevos producidos, afectándose así el proceso de ovogénesis (Wang 

et al., 1994; Forbes & Lehman, 1998).  

Por otro lado, a nivel embrionario, se identificó a la proteína Nos 

conformando un gradiente de concentración a lo largo del eje A-P, con la mayor 

concentración en el polo posterior, mientras que Pum se localiza 

específicamente en el polo posterior del embrión (Barker et al., 1992; Wreden et 
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al., 1997; Asaoka et al., 1999; Weidmann et al., 2016). Ambas proteínas forman 

un complejo de regulación postranscripcional, crucial para el correcto avance del 

desarrollo embrionario (Barker et al., 1992; Parisi & Lin, 2000). Se reportó a Nos 

como represor traduccional de los ARNm que presentan una secuencia 

denominada NRE, Elemento de Respuesta Nanos. Dicha secuencia además 

contiene un sitio de unión para Pum. Uno de los ARNm que exhiben NRE y 

blanco de regulación es el gen hunchback (hb). Nos y Pum median su 

deadenilación (Wharton & Struhl 1991, Wreden et al., 1997; Parisi & Lin, 2000) y 

por consiguiente reprimen la expresión de la proteína Hb en la región posterior 

del embrión. En consecuencia, en los embriones silenciados para los genes nos 

o pum, los segmentos abdominales no se pueden formar debido a la expresión 

ectópica de Hb en la parte posterior del embrión (Nüsslein-Volhard et al., 1987; 

Hülskamp et al., 1989; Irish et al., 1989; Barker et al., 1992; Macdonald, 1992).  

El accionar del complejo Nos/Pum también se ha reportado en especies 

como Tribolium castaneum o Nasonia vitripennis (Lynch & Desplan, 2010; 

Schmitt-Engel et al., 2012; Mak et al., 2018) donde se evidencia la conservación 

de la función regulatoria, participando de manera esencial en la segmentación 

posterior del embrión, evitando la traducción del ARNm de hb. En T. castaneum, 

la ausencia de Nos y Pum también da como resultado defectos en la región 

cefálica (Schmitt-Engel et al., 2012).  

Fuera del orden Insecta, en especies como Caenorhabditis elegans o 

Xenopus laevis se identificó al complejo Nos/Pum con un rol durante el desarrollo 

de la línea germinal (Parisi & Lin, 2000; Fangfang et al., 2012). Se demostró que 

tanto Nos como Pum desempeñan funciones centrales en el establecimiento de 

la identidad, diferenciación y regulación de las células germinales (MacDonald, 

1992; Zhang et al., 1997; Jaruzelska et al., 2003; Fangfang et al., 2012), 

reprimendo ARNm específicos y, si bien sus funciones están ampliamente 

conservadas, los mecanismos para lograr dichas funciones pueden variar entre 

las especies (Jaruzelska et al., 2003; Schmitt-Engel et al., 2012; Fangfang et al., 

2012).  

Por lo antes expuesto, en el presente trabajo se propuso conocer la 

dinámica de expresión de los genes maternos nanos y pumilio durante las etapas 
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correspondientes a la ovogénesis y desarrollo embrionario temprano y revelar su 

función asociada a dicho proceso en el triatomino R. prolixus.  
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Hipótesis 

Existe una jerarquía de acción e interacción de genes que actúan 

durante la ovogénesis y determinan la morfología final del insecto Rhodnius 

prolixus.  

 

Objetivo General.  

Estudiar los mecanismos genéticos implicados en la polarización del 

ovocito durante la ovogénesis en Rhodnius prolixus. 

Objetivos Específicos.  

 Determinar el patrón de expresión de los genes nanos y pumilio en el 

ovario y en los diferentes estadios embrionarios de Rhodnius prolixus.  

 Estudiar la función de dichos genes durante la ovogénesis y el desarrollo 

embrionario temprano del triatomino.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 
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Mantenimiento de la colonia de R. prolixus.  

Los ejemplares utilizados se obtuvieron a partir de la colonia establecida 

en el bioterio del Centro de Bioinvestigaciones (CeBio-UNNOBA-CIC). Los 

mismos se encuentran en condiciones controladas, a una temperatura de 28± 1 

⁰C, humedad relativa del 70%, y con fotoperiodo regulado (luz/oscuridad de 

12:12 horas (h)). Se alimentaron con sangre estéril desfibrinada equina 

(Laboratorio Gutiérrez) utilizando un alimentador artificial, de manera regular 

cada 15 días. En estas condiciones la duración de la embriogénesis es de 14±1 

días. 

 

Diseño de oligonucleótidos  

A partir de los transcriptos Rp-nos (RPRC002927) y Rp-pum 

(RPRC000720 + RPRC005018) (Pascual & Rivera Pomar, 2022) se diseñaron 

oligonucleótidos (oligos) específicos para cada uno de ellos, utilizando el 

programa Primer3Plus (https://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi), considerando parámetros de temperatura de 

melting (Tm), contenido de GC e hibridación inespecífica de bases. Una vez 

generados, fueron evaluados manualmente y utilizando el programa Primer Stats 

(https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi).  

Se diseñaron dos poblaciones de oligos distintas (Tabla 1), las cuales se 

diferenciaron por la adición al extremo 5’ de la secuencia parcial del promotor del 

Fago T7 (CGACTCACTATAGGG). La presencia del mismo sirvió para 

posteriormente llevar a cabo experimentos de ARN interferente e hibridación in 

situ.  

 

 

 

 

 

https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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Anotación génica 

Transcriptomas correspondientes a huevos fertilizados de 0 horas post 

oviposición (hpo), huevos ovipuestos por hembras vírgenes (huevos no 

fertilizados) y ovarios en estado vitelogénico, ensamblados de novo y disponibles 

en nuestro laboratorio (Pascual, datos sin publicar), fueron utilizados como base 

de datos para realizar una búsqueda de similitud de secuencia, utilizando la 

herramienta bioinformática BLASTx (Altschul et al., 1990), contra los genes 

predichos (ab initio) del genoma del triatomino (Mesquita et al., 2015; Pascual & 

Rivera – Pomar, 2022). 

Las predicciones proteicas de cada uno de los transcriptos inferidos, 

fueron consultadas de manera individual mediante una nueva búsqueda por 

similitud de secuencia, contra la base de datos no redundante de proteínas 

(Versión 2018) disponible online en NCBI; y se las caracterizó mediante la 

herramienta InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/). Posteriormente, mediante 

un alineamiento múltiple se logró identificar las diferentes regiones 

correspondientes a los transcriptos analizados, utilizando el programa Clustal W 

(Larkin et al., 2007).  

 

 

 

Tabla 1. Lista de oligonucléotidos. Se detalla el ID del transcripto, sentido, nombre, 

secuencia, tamaño en pares de bases (pb) del amplicón y su respectivo uso. 

ID 
Transcripto 

Sentido Nombre Secuencia 5’-3’ 
Amplicón 
Generado 

Uso 

RPRC002927 
 

Foward PrFw1Nos GCCGCTGAAGATAATGAAGC 
217 pb 

qRT-PCR 

Reverse PrRv1Nos AGGACAGTATTTCGCCAGAT qRT-PCR 

Foward PrFw2Nos –T7 
CGACTCACTATAGGGGTGGGAAATTTGCAAGTT

C 
232 pb  

ARNi 

Reverse 
PrRv2 Nos – 

T7 
CGACTCACTATAGGGGCAAATAACGGAGGTTG

CTC 
ARNi 

RPRC000720 

Foward PrFw1Pum TATCTCTGGTGAACAGCAAG 
248 pb 

qRT-PCR 

Reverse PrRv1Pum TCAACGCATCCTTATGGTTG qRT-PCR 

Foward 
PrFw2Pum – 

T7 
CGACTCACTATAGGGCCAGCGTATCCTGGAAC

ATT 
263 pb  

ARNi 

Reverse PrRv2Pum - T7 
CGACTCACTATAGGGCAGCTCGAGTGGCATGA

GTA 
ARNi 

RPRC012158 
Foward Rp-Rpl13A_Fw GGAAAAGCAGCGTTGAGAAG 

210 pb qRT-PCR 
Reverse Rp-Rpl13A_Rv GGAAAAGCAGCGTTGAGAAG 

http://www.ebi.ac.uk/interpro/
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Validación Génica  

1. Síntesis de ADN copia y validación de la expresión génica por PCR 

de punto final  

Se llevó a cabo la extracción de ARN total a partir de ovarios 

vitelogénicos (n=35) y un pool de huevos recolectados a distintos tiempos post 

ovipuesta, abarcando todos los estadios del desarrollo embrionario (n=50). El 

proceso se llevó a cabo utilizando el reactivo TRIzol (Thermo Fisher), siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Se evaluó la integridad del ARN extraído 

mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%, teñido con bromuro de etidio 

(BrEt). La cuantificación de su concentración fue a partir de la utilización del 

software ImageJ, con el cual se determinó la concentración óptima del ARN total 

extraído para llevar a cabo la producción de ADN copia (ADNc). La reacción de 

retrotranscripción, se realizó utilizando el kit TransScript® Reverse Transcriptase 

[M-MLV, RNasa H-] (Transgen Biotech) siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. 

El ADNc generado se usó como molde para la amplificación por RT-

PCR. La mezcla de reacción utilizada se compuso por: Buffer de reacción (1X), 

Cl2Mg (3 mM), DNTPs (25 μM), oligo forward (250 μM), oligo reverse (250μM), 

Taq pol 1U (Pegasus), ADNc como molde y agua estéril. La amplificación se llevó 

a cabo en un termociclador ESCO, las reacciones se realizaron de la siguiente 

manera: (i) 95 ºC durante 30 seg; (ii) 95 ºC durante 30 seg; (iii) 52 ºC durante 30 

seg; (iv) 74 ºC durante 30 seg; (v) etapas (ii) a (iv) durante 35 ciclos. Como control 

negativo de la reacción se utilizó agua estéril como molde.  

Para evaluar la integridad de los amplicones generados se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TBE (1X) a voltaje constante de 

90 V. Se utilizó Bromuro de etidio (BrEt) como agente intercalante para poder 

visualizar los resultados en el gel utilizando un transiluminador con cámara 

integrada (InGenius, Syngene). Para la digitalización de las imágenes se empleó 

el software GeneSys V1.4.6.0 (Syngene) y la cuantificación de los amplicones 

obtenidos se realizó a través del software ImageJ utilizando el marcador de peso 

molecular como referencia (ladder 100 pb, Productos Bio-Lógicos), Los 
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amplicones que se obtuvieron se enviaron a secuenciar a MACROGEN 

(Macrogen Inc., Corea del Sur) para confirmar su identidad.  

2. Cuantificación de la expresión mediante PCR Cuantitativa (qRT-PCR) 

Hembras adultas apareadas fueron utilizadas para remover sus ovarios 

a diferentes tiempos post alimentación con el fin de abarcar los diferentes 

estados del desarrollo del ovocito, cero (T0)-sin alimentar-, uno (T1), cinco (T5) 

y siete (T7) días. Se generaron tres réplicas biológicas de tres ejemplares cada 

una, para cada tiempo analizado. La remoción de sus ovarios se realizó 

manualmente en placas de disección, utilizando pinzas de disección Dumont Nº 

5, en Buffer fosfato salino 1X (PBS 1X), eliminando todo tejido extra a la estructura 

tubular. Las muestras se almacenaron en TRIzol (Thermo Fisher), en tubos 

eppendorf de tapa a rosca en nitrógeno líquido hasta su utilización. 

Posteriormente se realizó la extracción de ARN de cada uno de los 

tiempos, utilizando el reactivo TRIzol (Thermo Fisher), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. El ARN total se cuantificó por fluorescencia 

utilizando QUBIT 2.0 (Life technologies), y se evaluó su integridad mediante una 

electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TBE (1X) a voltaje constante de 

90 V, utilizando como agente intercalante BrEt.  

Un μg de ARN total fue tratado con ADNsa (Transgene), y se lo utilizó 

como punto de partida para la síntesis de ADN copia (ADNc) mediante la Mix 

first strand RevertAid Reverse Transcriptase (ThermoFisher), siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. El nivel de expresión génica se cuantificó 

utilizando SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad) en un 

sistema de PCR en tiempo real CFX96 (Bio-Rad). Las reacciones se realizaron 

por triplicado en un volumen final de 10 μl de la siguiente manera: (i) 95°C 

durante 10 min; (ii) 95°C durante 15 segundos; (iii) 55°C durante 30 segundos; 

(iv) 72°C durante 45 segundos; (v) etapas (ii) a (iv) durante 35 ciclos. Cada 

reacción se llevó a cabo por triplicado. Como controles negativos se realizaron 

reacciones sin ADNc, para determinar contaminación o la formación de dímeros. 

Se llevó a cabo un análisis de curvas de melting para confirmar que solo se 

amplificó un único producto para cada reacción. Se evaluó la eficiencia para cada 

par de oligo utilizado. Se utilizó como gen de referencia la proteína ribosomal 
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L13A (Rpl13A) Los datos de las reacciones se recopilaron a través del software 

CFX Manager 3.0 (Bio-Rad). La expresión de los genes de interés en los 

diferentes experimentos se cuantificó mediante el método comparativo de Cts de 

Pfaffl (Pfaffl 2001), considerando las eficiencias de amplificación de los distintos 

pares de oligos, siguiendo el protocolo detallado en Pascual et al., 2021. 

 

Hibridación in situ  

Las sondas para la hibridación in situ fueron preparadas con digoxigenin-

UTP utilizando el kit RNA-Dig Labeling (Roche); el molde para dicho protocolo 

se hizo a partir de una PCR (5 ́RACE) usando el adaptador T7 sólo en el oligo 

reverse. Luego de la amplificación se hizo una extracción fenólica y una 

precipitación isopropanólica para obtener un molde limpio. Como control 

negativo se utilizó la secuencia inespecífica proporcionada por el kit (Roche).  

La hibridación se llevó a cabo en ovarios de hembras adultas los cuales 

fueron disectados en estado vitelogénico (T5). Además, se colectaron huevos no 

fertilizados (SF) y fertilizados a 0, 12, 24 y 48 hpo abarcando las distintas etapas 

del desarrollo embrionario temprano. Los ovarios fueron fijados en 

paraformaldehído (PFA) 4% durante 30 minutos (min) a 4 °C, lavados con PBT 

[PBS 1X + 0.1% Tween-20] y, finalmente, almacenados a 4 °C en PBT hasta que 

fueron utilizados, según lo detallado en Pascual et al., 2021. Los huevos se 

decorionarion y fijaron siguiendo el protocolo detallado en Nazar et al., 2022. La 

hibridación se realizó siguiendo el protocolo previamente establecido para la 

especie (Pascual et al., 2021). Luego de finalizada la reacción, los ovarios se 

visualizaron en un microscopio ZEISS A1 y se realizó el registro fotográfico 

utilizando una cámara acoplada al mismo. 

 

Silenciamiento Génico por ARN de interferencia 

Se llevó a cabo un estudio funcional de Rp-nos y Rp-pum mediante la 

técnica de silenciamiento génico por ARN de interferencia (ARNi), previamente 

implementada con éxito en nuestro laboratorio para estudios en la especie 

(Lavore et al., 2012; Pascual et al., 2021; Pascual & Rivera – Pomar, 2022).  
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A partir de los productos de RT-PCR generados con los oligos acoplados 

a la secuencia del promotor T7 en ambos extremos 5’, se sintetizó ARN doble 

cadena (ARNdc) mediante una reacción de transcripción in vitro con la enzima 

T7 polimerasa (Invitrogen), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Como 

mezcla de reacción se utilizó: Buffer de reacción 1X, rNTP 2 mM, inhibidor de 

ARNasas 100 U (RiboLock, Thermo Scientific), molde de ADN, T7 ARN 

polimerasa (Thermo Scientific) 60 U y agua estéril hasta completar un volumen 

de 100 μl. La reacción se dejó incubando over-night (ON) a 37 °C. Una vez 

finalizada la incubación se realizó una digestión con ADNasa libre de ARNasas 

(Transgene) durante 30 min a 37 °C, para eliminar cualquier remanente de ADN. 

Posteriormente, se procedió a realizar una purificación con solventes orgánicos 

y precipitación alcohólica. El precipitado se resuspendió en 14 μl de H2O ultra 

pura. Una dilución 1/10 del mismo se generó para corroborar su integridad y 

cuantificar su concentración, mediante la electroforesis en gel de agarosa al 1% 

con buffer TBE (1X).  

El ARNdc específico resultante se inyectó a distintas concentraciones en 

la región intra abdominal de hembras adultas vírgenes, con una jeringa Hamilton 

a fin de inducir el silenciamiento génico. Para Rp-nos se administraron 2 µg, 3 

µg y 4 µg de ANRdcnos; mientras que para Rp-pum se inyectaron concentraciones 

de 1 y 2 µg de ARNdcpum. Para cada uno de los experimentos se utilizaron tres 

hembras (n = 3) por concentración administrada. Como grupo control se inyectó 

ARNdc correspondiente a una secuencia inespecífica amplificada a partir del 

plásmido pGemT (ARNdc β-lac) (Lavore et al., 2012).   

Luego de la inyección, se dejó que los ejemplares se recuperaran del 

estrés durante 48 h. Posteriormente se los alimentó para inducir la ovogénesis y 

fueron colocados junto con machos para dar lugar a la cópula. 

 

Evaluación de los fenotipos observados  

En primera instancia se realizó un análisis de la eficiencia reproductiva 

de las hembras tratadas con los diferentes ARNdc específicos. Para esto se 

colectaron los huevos ovipuestos por cada tratamiento cada 48 h, a lo largo de 

tres períodos oviposicionales (determinados como consecuencia de una nueva 
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ingesta de sangre). Así, se evaluó la oviposición (número de huevos ovipuestos) 

y eclosión (número de huevos eclosionados) para cada uno de los grupos 

analizados. En los casos donde fue necesario, los huevos fueron fijados y 

analizados bajo lupa estereoscópica Leica MZFLIII. En los que no era posible 

distinguir estructura embrionaria alguna, se realizó una tinción con el colorante 

de ADN Hoechst (Sigma-Aldrich, USA, 1 μg/ml) y se utilizó el microscopio de 

fluorescencia ZEISS Axio Imager A2 para la visualización y adquisición de 

imágenes. Para el análisis estadístico se utilizó el software GraphPad Prism v6.0 

(GraphPad Software, CA, USA, www.graphpad.com) y se aplicó un análisis de 

ANOVA (two-way ANOVA), en los cuales se consideró efectos fijos 

“concentración, “tiempo” e “interacción”. Los valores predictivos se compararon 

con un nivel de significancia del 5 %. 

 

  

http://www.graphpad.com/
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1. Anotación génica de Rp-pumilio.  

Inicialmente, se llevó a cabo una revisión exhaustiva de las predicciones 

génicas ab initio de cada uno de los genes de interés. Particularmente para Rp-

pum, se notó que su marco de lectura estaba incompleto. Ante esto, se recurrió 

a la información transcriptómica disponible en el laboratorio, reconstruida 

utilizando la estrategia de de novo. Como resultado de un análisis de similitud de 

secuencias, se logró finalmente completar la estructura génica correspondiente 

al gen Rp- pum (Tabla 3).  

Tabla 3. Rp-pum anotado vs. Rp-pum completo. Se detalla la longitud de cada uno de los 

transcriptos y la predicción proteica correspondiente a cada uno de ellos. 

 
ANOTACIÓN GÉNICA ab initio TRANSCRIPTOMA 

ID transcripto 
RPRC005018 RPRC000720 TRINITY_DN3193_c0_g1_i9 

Long. transcripto 
646 pb 807 pb 3.563 pb 

Predicción proteica 
189 aa 268 aa 1.089 aa 

 

Se identificó que el marco de lectura para dicho gen fue de 3.563 pares 

de bases (pb), y que codifica para una proteína de 1.089 aminoácidos (aa) que 

se caracteriza por la presencia de un dominio denominado PUM – HD, ubicado 

en la región C- terminal (Figura 7).  

Por otro lado, para el gen Rp-nos no se identificó un transcripto nuevo 

ya que la unidad transcripcional asignada presentaba el marco de lectura 

completo.  
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2. Análisis de la expresión de Rp-nos y Rp-pum 

2.1 Validación de la expresión génica  

 

El análisis de expresión de Rp-nos sólo pudo ser determinado a nivel 

cualitativo. Esto fue como consecuencia de que no fue posible cuantificar, 

mediante qRT-PCR, su expresión durante los diferentes estadios del desarrollo 

del ovocito. Si se observó expresión tanto durante la ovogénesis como el 

desarrollo embrionario, evidenciado con la obtención un amplicón del tamaño 

esperado e identidad corroborada tras la realización de una RT-PCR de punto 

final (Figura 8A).  

En cuanto a la expresión de Rp-pum, no solo se evidenció su presencia 

en el ovario del triatomino, sino que también se logró conocer la dinámica de 

expresión durante los estados del desarrollo del ovocito. Mostró una expresión 

variable durante los diferentes estados de desarrollo del ovocito analizados, 

identificándose una menor expresión en el estado pre-vitelogénico (T1) durante 

el proceso de ovogénesis (Figura 8B). Es importante destacar que no se 

observaron diferencias significativas entre los estadios analizados.  

 

 

Figura 8. Análisis de expresión para Rp-nos y Rp-pum. A) Expresión de Rp-nos por RT-PCR. 

Gel de agarosa al 1% donde se visuliza el amplicón obtenido de Rp-nos para ovario (O) y huevo (H), 

respectivamente. MPM corresponde al marcador de peso molecular utilizado. La línea punteada 

marca la longitud del amplicón correspondiente a los 217 pares de bases (pb). B) Expresión de Rp-

pum por qRT-PCR. Se muestra el nivel de expresión relativa de Rp-pum en cada uno de los tiempos 

analizados. T0 (barra sólida): sin alimentar; T1, T5 (barra líneas oblicuas) y T7 (barra líneas 

horizontales), corresponde a uno, cinco y siete días post-alimentación, respectivamente.  
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2.2. Patrón de localización de los ARNm de Rp-nos y Rp-pum 

Continuando con el análisis de expresión, se decidió conocer la 

localización de dichos ARNms. Respecto a Rp-nos se observó que la expresión 

identificada a nivel de ovario se localizaba en todas las células del germario, 

excepto en el filamento terminal del mismo. Además, se observó expresión en el 

citoplasma de los ovocitos en desarrollo (Figura 9B). Con respecto a Rp-pum, en 

el ovario se evidenció localización específica en la zona más posterior del 

germario, denominada Z III, y en el citoplasma de los ovocitos en desarrollo 

(Figura 9C). A nivel somático, las células foliculares evidenciaron una presencia 

muy débil de ARNm específico, con una mayor concentración en la región 

anterior de las células foliculares que rodean al ovocito vitelogénico. 

Figura 9. Localización de los ARNms de Rp-nos y Rp-pum mediante 

hibridación in situ en el ovario del triatomino. A) Ovario control de 

hembra adulta de R. prolixus sin expresión específica. Germario (Ger), 

Ovocitos (Ov), Células foliculares (Cf). B) Expresión homogénea de Rp-

nos en las células del germario y en el citoplasma de los ovocitos en 

desarrollo. C) Patrón de localización de Rp-pum, en la zona III (ZIII) del 

germario y en el citoplasma de los ovocitos. * indica la ZIII. Escala: 200 

μm.  
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Por otra parte, durante el desarrollo embrionario, se observó expresión 

de Rp-nos a partir del estadio correspondiente a blastordemo celularizado (24 

hpo) a nivel citoplasmático (FIG 10A - B). En el estadio de gastrulación (48 hpo) 

se observó una homogénea marcación a lo largo del todo el rudimento 

embrionario (Figura 10C - D). No se observó expresión alguna de Rp-nos en los 

estadios correspondientes a 0 hpo, 12 hpo y huevos SF (datos sin mostrar). 

 

En conjunto, estos resultados nos permitieron inferir que Rp-pum y Rp-

nos son genes de expresión materna, depositados en el ovocito durante el 

proceso de ovogénesis.  

  

200 μm 100 μm 

200 μm 200 μm 

Figura 10. Localización de el ARNm de Rp-nos en diferentes estadios embrionarios. 

A) y B) Expresión citoplasmática de Rp-nos en estadio de blastodermo (24 hpo). En 

B) se muestra en detalle la expresión citoplasmática de Rp-nos. La punta de flecha señala 

la no marcación del núcleo celular C) y D) Expresión de Rp-nos en estadio de 

gastrulación (48 hpo). En ambas imágenes se ve la expresión homogénea de Rp-nos 

en la formación del rudimento embrionario; C) huevo en vista ventral y D) huevo en vista 

dorsal. A: anterior, P: posterior. * indica lóbulo cefálico; mientras que la flecha muestra la 

zona posterior de crecimiento. Escala A, C y D: 200 μm. Escala B: 100 μm.   
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Análisis funcional de los genes Rp-nos y Rp-pum 

Con la finalidad de conocer la función de los genes estudiados se llevó 

a cabo el silenciamiento génico de cada uno de ellos, y se evaluó si la oviposición 

y el subsecuente desarrollo del embrión se encontraban afectados tras la 

administración de ARNdc específico. 

Las hembras silenciadas para Rp-nos no mostraron diferencias significativas 

respecto al número total de huevos ovipuestos en comparación a las hembras 

control (Figura Suplementaria 1). Sin embargo, se manifestaron diferencias 

respecto a la progresión del desarrollo embrionario. Esto llevó a establecer 

cuatro clases fenotípicas en base al estado del mismo (Tabla 4). Del total, 88.74 

% correspondieron a huevos con embriones que lograron completar el 

desarrollo, y alcanzaron su estado ninfal I, conformando la clase I (Figura 10A). 

El 6.17 % correspondieron a huevos que lograron completar la embriogénesis, 

pero no lograron eclosionar y conformaron la clase II (Figura 11A). La clase III 

se correspondió de huevos que no eclosionaron y mostraron alteraciones 

severas en el desarrollo embrionario. Dentro de este grupo, algunos embriones 

mostraron no solo fusión de sus segmentos torácicos (específicamente los 

segmentos T2 y T3), sino que también ausencia de sus segmentos abdominales. 

Dicho grupo representó el 1 % del total de los huevos analizados (Figura 11B-

C). Por último, se identificó a la clase IV la cual se correspondió a el 4.35 % del 

total de huevos, los cuales no lograron avanzar en el desarrollo del embrión, 

evidenciado por la ausencia de pigmentación rosada típica correspondiente a las 

células embrionarias. La disección, fijación y tinción de dichos huevos corroboró 

la ausencia de embrión (Figura 11D).  
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Tabla 4. Resultados del silenciamiento génico para Rp-nos. Se detalla el número total de 

huevos obtenidos luego de la administración de las diferentes concentraciones deARNdcnos y 

ARNdcβ-lac. Las clases se diferencian según la severidad de los efectos en los embriones tras 

el silenciamiento génico específico, siendo IV la más severa y la clase I embriones sin 

alteraciones aparentes.  

ARNdc ARNdc N° hembras 
Huevos 

Ovipuestos  Clase I Clase II Clase III  Clase IV 

ARNdcnos 

2 μg 3 261 232 8 4 17 

3 μg 3 107 79 25 0 3 

4 μg 3 183 178 1 0 4 

ARNdcB-lac 2 μg 3 192 184 0 0 8 
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Figura 11. Clases fenotípicas observadas luego de la administración 

de ARNdcnos. A) Clase I-II. Embriones control. Se especifican los 

segmentos cefálicos: A: antena, Cl: clípeo, O: ocelos; segmentos torácicos 

T1 – T3 y segmentos abdominales 1 – 9. B) y C) Clase III. Embriones con 

alteración en el desarrollo embrionario. En B) se muestran alteraciones en 

el desarrollo de los segmentos cefálicos y fusión de los segmentos 

torácicos T2 y T3, señalada por la punta de flecha. En C) se evidencia 

ausencia de desarrollo de segmentos torácicos y abdominales. C) Clase 

IV. Huevo no embrionado, sin pigmentación característica. En el recuadro 

se reportá la tinción con Hoechst confirmando la ausencia embrionaria. (A: 

anterior, P: posterior). 
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Por su parte, el silenciamiento del gen Rp-pum afectó significativamente 

el número de huevos ovipuestos (Figura 12). Independientemente de la 

concentración de ARNdcpum administrado (Tabla Suplementaria 1), ninguna de 

las hembras silenciadas logró oviponer a lo largo de los periodos analizados. 

 

 

  

Figura 12. Número de Ovoposiciones totales de hembras control y 

silenciadas para Rp-pum. Gráfico de dispersión donde se representa el 

número total de huevos para 3 hembras inyectadas con ARNdcβlac vs. 3 

hembras inyectadas con ARNdcpum. El efecto tratamiento afecta 

significativamente la variable respuesta (p<0.005). Las líneas negras indican 

la media de cada grupo. 
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El inicio del desarrollo embrionario se desencadena con el proceso 

esencial de formación del huevo durante la ovogénesis, donde se desencadenan 

eventos cruciales. En esta etapa, tiene lugar la vitelogénesis, proceso que otorga 

material nutritivo al embrión para sobrevivir y desarrollarse por fuera del cuerpo 

de la madre. Este material, denominado vitelo, está compuesto por proteínas, 

lípidos, azúcares, entre otros. El tejido extra ovárico denominado cuerpo graso 

es la principal fuente productora de las proteínas del vitelo, siendo la vitelogenina 

la proteína esencial, fuente de aminoácidos, fosfatos y en menor medida lípidos 

(Atella et al., 2005; Melo et al., 2000), que contribuye de manera significativa a 

la maduración del ovocito (Atella et al., 2005). Asimismo, se lleva a cabo la 

formación del corion, estructura externa que proporciona protección mecánica y 

permite el correcto desarrollo embrionario después de la oviposción (Papantonis 

et al., 2015). Además, se establecen los ejes de las coordenadas del cuerpo 

(Roth et al., 1989; Schupbach & Roth, 1994; Speder et al., 2006; Coutelis et al., 

2008); la cual está intrínsecamente ligada a la acción coordinada de genes 

maternos (Nusslein-Volhard & Roth, 1989; Schupbach & Roth, 1994). Dentro de 

la compleja red genética que guía la embriogénesis, dichos genes son 

depositados en el ovocito durante su desarrollo. Siendo un fenómeno que se 

observa de manera consistente en diversos grupos taxonómicos (Simpson, 

1983; Nusslein-Volhard, 1991; Fitch et al., 1998; Goto & Kinoshita, 1999; Tadros 

& Lipshitz, 2009). 

A pesar de que estos genes establecen la polaridad del ovocito y futuro 

embrión, no todos contribuyen de manera uniforme al desarrollo embrionario 

(Tadros & Lipshitz, 2009). Se ha estudiado la transición materna a cigótica en 

organismos modelos como insectos (D. melanogaster), peces (Danio rerio) y 

mamíferos (Mus musculus). En todos los casos, dicha transición involucra la 

desestabilización y posterior degradación de ARNm maternos; los cuales no son 

necesarios para dar inicio a la transcripción cigótica y consecuentemente al 

desarrollo embrionario (Tadros & Lipshitz, 2009).  

Gran parte del conocimiento sobre la acción y regulación de los genes 

maternos proviene de estudios realizados en D. melanogaster, quien exhibe un 

modo de ovogénesis y desarrollo embrionario presente sólo en los linajes más 

derivados de la clase Insecta (Davis & Patel, 2002; Liu & Kaufman, 2005; Lynch 
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et al. al., 2011; Lynch & Roth, 2011). Por esto, comprender la relevancia de los 

ARNm maternos en distintas especies nos brinda la capacidad de inferir 

similitudes o divergencias inherentes a los diferentes modos de ovogénesis y 

desarrollo embrionario.  

En este trabajo nos propusimos profundizar el conocimiento genético del 

proceso de ovogénesis y desarrollo embrionario temprano que caracteriza a R. 

prolixus. La información genómica y transcriptómica disponible de la especie 

permitió dilucidar los genes activos durante dicho proceso estudiado (Cohelo et 

al., 2021; Pascual & Rivera – Pomar, 2022). Se reportó que el 54% del genoma 

codificante del triatomino es de origen materno (Pascual & Rivera – Pomar, 

2022), es decir que se encuentra depositado en el ovocito en desarrollo. Además, 

se identificó que existen diferentes dinámicas de expresión a lo largo de los 

distintos estadios del desarrollo, las cuales fueron clasificadas en tres patrones 

de expresión génica en base a las fluctuaciones reportadas (Pascual & Rivera – 

Pomar, 2022).  

Dos genes de particular interés, nanos y pumilio, identificados in silico 

como de origen materno (Wang et al., 1994; Lin & Spradling, 1997; Forbes & 

Lhemann, 1998; Parisi & Lin, 1999; Sano et al., 2001; Forrest & Gavis, 2003; 

Calvo et al., 2005; Rezende – Teixeira et al., 2012; Cohelo et al., 2021; Pascual 

& Rivera – Pomar, 2022) fueron estudiados experimentalmente en el presente 

trabajo. El gen pum ha sido identificado en especies como D. melanogaster 

(Barker et al., 1992), y T. castaneum (Schmitt-Engel et al., 2012), mientras que 

nos se reportó en otros dípteros además de D. melanogaster (Asaoka et al., 

1998), como Aedes gambiae, Aedes stephensi y Aedes aegypti (Calvo et al., 

2005), en el coleoptéro T. castaneum (Schmitt-Engel et al., 2012; Weidmann et 

al., 2016) y en los himenópteros N. vitripennis (Lynch & Desplan, 2010) y Apis 

mellifera (Cullen et al., 2023).  

En primera instancia, luego de realizar una revisión de las anotaciones 

génicas de cada uno de los genes de interés, determinadas por el número de 

acceso RPRC002927 para Rp-nos, y RPRC000720 + RPRC005018 para Rp-

pum, se reveló que el transcripto codificante para pum presenta una longitud de 

3.563 pb y presenta todos los dominios que caracteriza a dicha proteína 

(McDonald, 1992; Wang et al., 2001). Nuestros resultados evidencian la 
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presencia de posiciones no anotadas en el genoma de referencia (Mesquita et 

al., 2015), lo cual es consistente con el análisis transcriptómico reportado 

previamente para la especie (Coelho et al., 2021). Este enfoque de novo 

(Graveley, 2001), en contraste con un ensamble guiado por la referencia (sea 

genoma o transcriptoma), posibilita la reconstrucción de transcriptos sin 

depender de conocimiento previo sobre el genoma en cuestión, haciendo posible 

la reconstrucción de nuevos genes (Medeiros et al., 2011). Por lo que surge 

como una alternativa factible cuando no se cuenta con un genoma o el mismo 

se encuentra fragmentado (Conesa et al 2016). Por otra parte, cabe destacar 

que el gen Rp-nos se encontraba correctamente anotado en el genoma 

publicado (Mesquita et al., 2015), por lo que no fue necesario un análisis 

posterior. 

Una vez obtenido el transcripto completo de cada uno de los genes de 

interés se prosiguió a validar experimentalmente la expresión materna 

observada in silico (Pascual & Rivera – Pomar, 2022). Se observó expresión de 

ambos en el ovario del triatomino, sugiriendo un potencial rol durante el 

desarrollo del ovocito. En el caso de Rp-nos, la cuantificación de su expresión 

en el ovario resultó desafiante, posiblemente debido al uso de oligos no óptimos 

y/o limitaciones inherentes a la técnica empleada. Sin embargo, se confirmó su 

expresión mediante una RT-PCR, consolidando la evidencia de que este gen 

está activo en el ovario. Este resultado concuerda con lo observado para T. 

castaneum (Schmitt-Engel et al., 2012), donde sólo fue posible conocer la 

expresión de dicho gen mediante RT-PCR. En este contexto, se ha identificado 

la presencia del ARNm de nos en el ovario, indicando que nos es suministrado 

de manera materna al ovocito. Complementando el análisis de expresión, la 

identificación de los ARNm para Rp-nos de manera ubicua en el citoplasma del 

germario y de los ovocitos en desarrollo terminó de confirmar la expresión de Rp-

nos durante la ovogénesis. Este patrón de localización mostró ciertas diferencias 

respecto a lo reportado para nos en Apis mellifera (Dearden, 2006; Cullen et al., 

2023), N. vitripennis (Lynch & Desplan, 2010) y D. melanogaster (Forbes & 

Lehmann, 1998), en las cuales la localización se evidencia en el polo posterior 

del ovocito (Wang et al., 1994; Forrest & Gavis, 2003; Rezende – Teixeira et al., 

2012; Calvo et al., 2012). En D. melanogaster, se ha informado que, durante las 
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etapas iniciales del desarrollo del ovocito, la expresión de nos es uniforme en 

todo el ovocito (Forbes & Lehmann, 1998). Sin embargo, a medida que avanza 

el desarrollo se reportó un patrón de localización específico en la región posterior 

del ovocito, coincidente con la función reportada para dicho gen (Wang et al., 

1994; Forrest & Gavis, 2003). Esto destaca la relevancia de la distribución 

espacial en relación con las funciones específicas durante el desarrollo del 

ovocito. Nuestros resultados no muestran una expresión localizada en una 

región específica, pero dado que el análisis es en un momento particular del 

estado del desarrollo del ovocito (vitelogénico) no descartamos que esta 

homogeneidad podría representar un momento específico de expresión de dicho 

gen, ni una posible localización de Rp-nos en el polo posterior del ovocito a 

medida que progresa su desarrollo. Por otro lado, vale aclarar que las especies 

en donde la expresión y localización de nos fue analizada se caracterizan por 

presentar ovarios politróficos, por lo que podría existir un patrón diferente 

asociado al tipo de ovario que presenta la especie.  

El análisis de Rp-pum, mostró una dinámica de expresión variable entre 

los distintos estadios de desarrollo del ovocito. Específicamente, en el estadio 

pre-vitelogénico, se observó una disminución de la expresión, coincidente con 

una fase lenta de crecimiento de ovocitos. A medida que la ovogénesis avanza, 

se observa un aumento en el crecimiento de los ovocitos, lo que se correlaciona 

con un aumento en la expresión de Rp-pum. El patrón de localización reveló la 

presencia de dichos ARNm en la región III del germario, donde se evidencia un 

incremento en el tamaño de los núcleos y la formación de nucléolos 

diferenciados. En esta región específica, se despliega una función crucial: 

proveer nutrientes y ARN al ovocito en desarrollo (Huebner & Anderson, 1972a; 

Harrison & Huebner, 1997; Valdimarsson & Huebner, 1989). Además, se observó 

presencia de transcriptos en el citoplasma de los ovocitos en desarrollo. Dicho 

patrón de expresión guarda similitud con lo reportado para D. melanogaster 

(Macdonald 1992; Forbes & Lehmann, 1998), donde pum también se localiza en 

el germario y el citoplasma del ovocito, expresión asociada con el mantenimiento 

de las células germinales (Forbes & Lehmann, 1998). En este trabajo, la relación 

entre los niveles de expresión de Rp-pum y el desarrollo de los ovocitos sugiere 
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una participación durante la regulación del desarrollo de los mismos, destacando 

la importancia de Rp-pum en la ovogénesis de R. prolixus.  

A nivel embrionario, se observó que Rp-nos se encuentra presente 

durante los estadios embrionarios (0 hpo - 48 hpo) de R. prolixus, aunque su 

cuantificación tampoco se logró llevar a cabo. No obstante, como se mencionó 

anteriormente, en T. castaneum (Schmitt-Engel et al., 2012) sólo se identificó la 

expresión de nos de manera cualitativa. Por último, cabe destacar que los 

estudios transcriptómicos identificaron a Rp-nos con una muy baja, 

prácticamente nula, expresión en el ovocito en estadio pre-vitelogénico y huevos 

no fertilizados (Cohelo et al., 2021), lo que sería consistente con lo obtenido en 

este trabajo.  

Particularmente, el patrón de localización de los ARNm para Rp-nos se 

observó en los estadios de blastodermo celularizado (24 hpo) y gastrulación (48 

hpo) durante el desarrollo embrionario del triatomino. En el estadio de 

blastodermo, Rp-nos exhibió un patrón de localización citoplasmática en todo el 

huevo. Aunque en este trabajo no se diferenció, mediante marcación específica, 

el núcleo de la región citoplasmática, resultados previos en el laboratorio 

corroboran que el patrón observado en este caso es citoplasmático. No obstante, 

consideramos que es necesario realizar tinciones con fluorescencia para 

conocer la distribución nuclear y re confirmar lo reportado en este trabajo. En el 

estadio de gastrulación, se observó una expresión uniforme a lo largo de todo el 

rudimento embrionario, con una incipiente expresión en la región posterior del 

mismo (zona de crecimiento). Estos resultados señalan la expresión activa de 

Rp-nos en las etapas tempranas del desarrollo embrionario del triatomino, lo cual 

concuerda con resultados observados en D. melanogaster (Lehmann & 

Nüsslein-Volhard, 1991; Wang & Lehmann, 1991; Wang et al., 1994).  

Después de examinar detalladamente la dinámica de expresión, 

procedimos a llevar a cabo un análisis funcional de ambos genes para 

comprender su contribución materna al desarrollo embrionario temprano de R. 

prolixus. El silenciamiento de Rp-nos en hembras adultas reveló una gama de 

fenotipos, entre los más severos se encontraron huevos que no progresaron en 

su desarrollo y embriones con anomalías en los segmentos torácicos y/o 

abdominales. Estos resultados encuentran respaldo en investigaciones sobre 
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ortólogos de nos en diversas especies, como D. melanogaster (Barker et al., 

1992; Wreden et al., 1997), Drosophila virilis, Musca domestica y Chironomus 

samoensis (Curtis et al., 1995). En estas investigaciones, se ha evidenciado la 

función de nos como determinante posterior, afectando el desarrollo embrionario 

en esa región, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo. 

Lo mismo fue reportado en especies como T. castaneum (Schmitt-Engel et al., 

2012) o N. vitripennis (Lynch & Desplan, 2010), donde también se identificó a 

nos como determinante posterior; ya que su ausencia conduce a defectos 

abdominales. Asimismo, en T. castaneum la ausencia de nos también produce 

defectos en el desarrollo de la región cefálica del coleóptero.  

En contraste, el silenciamiento para Rp-pum reveló una marcada 

disminución en el número de huevos ovipositados, impactando negativamente la 

fertilidad y fecundidad del triatomino. Estos resultados concuerdan con lo 

observado en mutantes homocigotas para D. melanogaster (Forbes & Lehmann, 

1998), y en N. vitripennis (Lynch & Desplan, 2010), en los cuales se identificó a 

pum vinculado al mantenimiento de la línea germinal. Fuera de Insecta, se ha 

evidenciado en especies como Schistosoma japonicum que el silenciamiento de 

pum conlleva a cambios en la morfología del ovario y afecta la cantidad de 

huevos producidos por las hembras (Xia et al., 2020). 

Si bien en este trabajo no se realizó un análisis funcional en conjunto 

para Rp-nos y Rp-pum, es importante mencionar que existen investigaciones 

que exploran cómo dichos genes actúan en simultáneo, formando un complejo 

de represión. En D. melanogaster (Barker et al., 1992; Weidmann et al., 2016), 

se demostró que la actividad del complejo Nos/Pum es fundamental para la 

formación de los segmentos abdominales al reprimir la traducción del ARNm de 

hunchback (hb). Asimismo, se identificó este complejo en T. castaneum (Schmitt-

Engel et al., 2012), N. vitripennis (Lynch & Desplan, 2010), así como en el 

nematodo C. elegans (Parisi & Lin, 2000); en estas especies, se conserva la 

función del complejo en la determinación de los segmentos abdominales. 

Este trabajo contribuye a ampliar el entendimiento de la dinámica de 

expresión y la función que desempeñan los genes maternos, nanos y pumilio, 

durante la ovogénesis y el desarrollo embrionario temprano en R. prolixus. 

Además, aporta nuevo conocimiento sobre los factores genéticos que 
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intervienen en la regulación de la ovogénesis y la biología reproductiva de los 

triatominos. Esto a su vez, abre el camino para la realización de futuras 

investigaciones que puedan profundizar en estos campos y desarrollar un mayor 

entendimiento de estos procesos en estos insectos. 
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 Rp-nos y Rp-pum son genes de expresión materna.  

 Rp-nos actúa durante el establecimiento de los segmentos embrionarios 

posteriores del triatomino R. prolixus.  

 Rp-pum afecta la fertilidad y fecundidad de R. prolixus. 
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Suplementario 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura Suplementaria 1. Gráfico de dispersión que representa el número total de huevos 

ovipuestos por tratamiento (ARNdcβlac vs ARNdcnos 2 μg, 3 μg y 4 μg, respectivamente). El 

factor tratamiento no afecta significativemente la variable respuesta. Las líneas negras 

indican la media de cada grupo.   
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Suplementario 2 

Tabla Suplementaria 2. Resultados de ARNi parental. Se detalla el número total de huevos 
obtenidos luego de la inyección con ARNdcpum. Para cada concentración se inyectaron tres 

hembras adultas vírgenes. 

ARNdc ARNdc Nº hembras 
Huevos 

ovipuestos 

ARNdcpum 

1 µg 3 0 

2 µg 3 0 

ARNdcβ-lac 2 µg 3 192 
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