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ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNCc: molécula de ADN complementaria a un mensajero de ARN.
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DMSO: Dimetilsulfoxido.
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dH20: Agua destilada.
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dNTP: Trifosfato deoxiribonucleotido

ETOH: etanol

Fw: Del inglés Foward aplicado a los primers.
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His: Histidina

M: Molar.

mM: milimolar.
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PCR: del inglés Polimerase Chain Reaction.

PBS: del ingles Phosphate Buffer Saline.

PBT: PBS con detergente Tween 20
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RACE: del ingles Rapid amplification of cDNA ends.
rATP: Trifosfato de riboadenosina
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rGTP: Trifosfato de riboguanidina

rUTP: Trifosfato de ribouridina
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Rv: del inglés Reverse, aplicado a los cebadores.
Ser: Serina

SSC: Buffer salino sodio-citrato
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Thr: Treonina

U: Unidades enzimaticas.

Vf: Volumen final
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Resumen

Todos los animales que poseen simetria bilateral se encuentran definidos por dos
ejes de simetria ortogonales, el eje anteroposterior (A-P) que corre de la boca al ano y un
eje perpendicular a este, el eje dorsoventral (D-V).

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 estos ejes se encuentran muy conservados. De aqui surge una pregunta central,
cémo estas redes regulatorias tan conservadas crean tanta diversidad morfolégica, se
adaptan a nuevos ambientes y de qué manera las novedades evolutivas se incorporan en
un sistema de patronamiento ya establecido.

El eje DV es un buen sistema de estudio ya que se conoce en detalle en Drosophila
melanogaster pero no en otros insectos. Los insectos ademas presentan una gran variedad
de especies y modos de desarrollo embrionario lo que nos permite estudiar de qué
manera las redes regulatorias se adaptan a novedades evolutivas y la existencia de varias
técnicas que permiten testear el funcionamiento de los genes y sus interacciones.

En este contexto hemos utilizado a Rhodnius prolixus como modelo para el estudio
del establecimiento del eje DV en un embrién de banda germinal intermedia donde al final
del desarrollo el embridn posee la misma forma que el adulto.

Hemos estudiado en detalle el desarrollo embrionario de R. prolixus para una mejor
comprension de los patrones de expresion de los genes estudiados y su funcion.

Ademas, se han buscado y anotado varios genes envueltos en la formacién del eje DV:
toll, dorsal, decapentaplegic, zerkndlilt, twist y zelda. Mostraremos el patrén de expresion y
los fenotipos resultado de ARNi parental de toll, dpp y dorsal, los cuales representan

puntos clave en la regulacién de la cascada D-V.



Abstract

All animals with bilateral symmetry are defined by two orthogonal axes, the
anterior-posterior (A-P) that runs from the mouth to the anus and the dorsoventral (D-V).
Despite the variety of modes of embryonic development and animal forms, the regulatory
networks and transcription factors, which give rise to these axes, are conserved. This fact
gives rise to a central question, how these conserved regulatory networks adapt to a new
environment and how evolutionary novelties are incorporated into a patterning system
already established?

The D-V axis represents a good system to study. It is known in detail in Drosophila
melanogaster, but not in other insects. The insects present a variety of species and modes
of embryogenesis that allows us to study how the regulatory networks adapt to
evolutionary novelties and the existence of several techniques to test the function of genes
and their interactions makes of them the ideal model.

In this context we have used Rhodnius prolixus as a model to study the
establishment of the DV axis in an intermediate germ band embryo were it reaches at the
end of its development the same shape of the adult.

We have study the embryonic development of R. prolixus in detail to a better
understanding of the expression patterns of genes studied and their function.

Aldow, we have searched and annotated several genes involved in DV axis
formation: toll, dorsal, decapentaplegic, zerkniilt, twist and zelda. We will show the
expression pattern and the phenotypes that result after parental RNAi of toll, dpp and

dorsal, which represent key regulatory points of the cascade.
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1. Introduccion

Todos los animales que poseen simetria bilateral se encuentran definidos por dos
ejes de simetria ortogonales, el eje anteroposterior (A-P) que corre de la boca al ano y un
eje perpendicular a este, el eje dorsoventral (D-V).

A pesar de la gran variedad de modos de desarrollo embrionario y formas finales
encontradas en los animales, las redes regulatorias y factores de transcripcién que dan
origen a estos ejes se encuentran muy conservados. De aqui surge una pregunta central,
como estas redes regulatorias tan conservadas crean tanta diversidad morfolégica, se
adaptan a nuevos ambientes y de qué manera las novedades evolutivas se incorporan en
un sistema de patronamiento ya establecido.

Dadas estas profundas homologias génicas, animales tan distintos como por ejemplo
una tenia, una serpiente, un ciempiés y una lombriz, habrian utilizado la misma estrategia
génica para desarrollar la estructura elongada y metamérica que los caracteriza. Esto
supone que las redes regulatorias que determinan esos patrones se encontrarian ya
presentes en un ancestro comun. Esta hip6tesis se evidencia en el eje D-V, donde la via de
sefializacién chordin/BMP (Bone Morphogenetic Protein) fue encontrada tanto en
vertebrados como invertebrados, donde los genes homologos se llaman short
gastrulation/decapentaplegic, (sog/dpp). La Unica diferencia en esta via se encuentra en
que estan invertidos, mientras que en vertebrados chordin se expresa dorsalmente y BMP
ventralmente, en Drosophila melanogaster (Diptera) sog se expresa ventralmente y dpp
dorsalmente (Fig. 1).

Este hallazgo llevo a la reconsideracion de una vieja hipétesis formulada en 1822 por
el naturalista francés Geoffroy Sanit-Hilaire, quien observd que el eje dorsoventral en
vertebrados e invertebrados se encontraba invertido, proponiendo que Deuterostomados
y Protostomados provenian de un ancestro comudn y en algin momento de la evolucién
este eje se habria invertidos en los vertebrados. Esa hipotesis de Saint-Hillaire desafio
conceptos establecidos hasta hace poco y fue desestimada por mucho tiempo.

Si bien esta hipotesis resurge a partir de estudios moleculares del desarrollo
embrionario no contradice los aspectos morfologicos, sino que encuentra una base

genética y aporta evidencias acerca del ancestro comuin de Deuterostomados y



Protostomados, denominado por Eduardo De Robertis —aunque sin categoria taxonémica-
como Urbilateria (De Robertis y Sasai, 1996; De Robertis, 2008; Mizutani y Bier, 2008).

Sin embargo en el marco del estudio del desarrollo embrionario, desde el punto de
vista morfolégico, hay quienes sostienen que se debe tener extrema cautela con respecto a
dicha hipétesis ya que los estudios moleculares no tienen en cuenta los linajes celulares, el
estudio de los linajes celulares en estadios de desarrollo tempranos sugieren que
migracion y una rotacion topolégica de los derivados de las micromeras podrian explicar
esta dicotomia en la expresion de los genes o que el ancestro comtn a ambos linajes no
tuviera un eje dorsoventral definido sino que seria mas bien ambiguo y a partir de este
ancestro los descendientes de los protostomados habrian establecido el eje dorsoventral
en un sentido y los descendientes de los deuterostomados en el sentido opuesto.(Biggelaar
et al, 2002; Gerhart, 2000). El estudio comparado de linajes celulares se encuentra en sus
primeras fases de desarrollo en el oligoqueto Platynereis sp (Tomer et al, 2010) y parece
sustentar que los mecanismos de patronamiento se han conservado y que su origen seria
previo a la aparicion de los bilaterios.

En ambos campos de la embriologia la informacién con que se cuenta deriva de
estudios en pocos modelos animales, y la falta de informacién que permita vincular ambas
posturas resulta en la obvia necesidad de expandir estos estudios a otros modelos. Aun asi
es poco probable que los mecanismos bioquimicos que llevan al establecimiento del eje D-
V hayan aparecido independientemente dos veces en la evolucion por lo que la conclusion
mas probable es que la via chordin/sog-BMP/dpp ya tuviera lugar en Urbilateria (De
Robertis, 2008) y la polaridad habria cambiado usando los mismos componentes
genéticos. Un caso similar podria considerarse el monofiletismo de los ojos o

fotoreceptores en general (Gehring 2005).

A B Figura 1. Aunque la red de sefializacion
: chordin/BMP se encuentra conservada, ha
habido una inversiéon en el eje D-V de D.
melanogaster a X. laevis.
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(C) Una red conservada de proteinas media el patronamiento D-V en X. laevis y D. melanogaster.

Tomado de De Robertis, 2008

Por esta razoén el eje dorsoventral constituye un sistema ideal de estudio en cuanto a
cémo los cambios evolutivos afectan el juego entre los mecanismos conservados y los no
conservados (Lynch y Roth, 2011). La utilizacién de insectos como modelo incluye varias
ventajas, entre ellas:

¢ Que los insectos poseen una gran diversidad de especies permitiendo varios puntos
de muestreo a través de los cuales la historia evolutiva del eje D-V puede ser
reconstruida.

e La variacién en los modos de embriogénesis permiten estudiar de qué manera las
redes regulatorias se adaptan a las novedades evolutivas.

e La existencia de genomas secuenciados pertenecientes a varios insectos facilitando
la busqueda de los componentes de la via (Weinstock et al.2006; Richards et al.
2008; The International Aphid Genomics Consortium 2010; Werren et al 2010).

e Varias técnicas que permiten testear el funcionamiento de los genes como el ARNi
parental que nos permite entender la interaccién entre los genes (Hughes and
Kaufman 2000; Bucher et al 2002; Miyawaki et al. 2004; Lynch y Desplan 2006;
Ohde et al. 2009).

e La casi completa comprensién de los mecanismos que llevan al establecimiento del
eje D-V en D. melanogaster proveyendo una excelente fuente de comparacion de la

informacion y generacion de hipotesis.

1.1. El desarrollo embrionario de los insectos

El plan corporal de los insectos se encuentra altamente conservado, todos poseen
una cabeza que consta de 6-7 segmentos, un toérax con 3 segmentos y un abdomen
constituido por 8-11 segmentos. Pero esta conservacién morfologica esconde una gran
diversidad subyacente en el desarrollo embrionario que da origen a este plan corporal.

En principio hasta el estadio de blastodermo todos los insectos se desarrollan de
manera similar, hay division de nucleos, formando un gran sincicio, luego los nucleos

migran a la periferia donde finalmente se forman las membranas plasmaticas formando el



blastodermo (o blastula). A partir de este momento es que aparecen las diferencias que
tienen que ver con la gastrulacion y la formaciéon de la banda germinal (BG).

Existen tres grandes grupos, los insectos que poseen un desarrollo embrionario de
tipo BG larga, los que poseen BG intermedia y los que poseen BG corta.

En los insectos que se desarrollan a partir de lo que se denomina BG larga, el
desarrollo so6lo involucra procesos de subdivisién del blastodermo en segmentos
individuales para producir el cuerpo entero, es decir que todos los segmentos del cuerpo
son especificados simultdneamente en el estadio de blastodermo y los tres tagmata
(cabeza, térax y abdomen) tienen proporciones muy similares en la larva y el adulto.

Este tipo de desarrollo embrionario es el mas conocido debido a la gran cantidad de
trabajo llevado a cabo en el desarrollo de la mosca de la fruta D. melanogaster y en general
se lo considera como evolutivamente derivado ya que sélo los insectos holometabolos mas
derivados poseen este tipo de desarrollo (Liu y Kaufman, 2005)

Por otro lado se encuentran los insectos que se desarrollan a partir de una BG
intermedia o corta, en ambos tipos de desarrollo sélo los segmentos anteriores (la cabeza
en los de banda corta y cabeza y térax en intermedia) se especifican durante el estadio de
blastodermo (Heming, 2003). Los segmentos posteriores aparecen mas tarde en la
embriogénesis durante una segunda fase de crecimiento de la banda germinal. Este
crecimiento se da por la elongacién de la region posterior llamada Zona de Crecimiento
que a través de divisiones mitoticas y reorganizacion de las células genera el resto de los
segmentos que son especificados secuencialmente y progresivamente de anterior a

posterior.(Fig. 2)
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cuerpo con las proporciones que posteriormente presentara la larva.

Dado que las formas de desarrollo de BG corta e intermedia son conceptualmente
equivalentes se las suele agrupar y denominar conjuntamente como “corta” y se encuentra
representada en los 6rdenes basales de insectos indicando que algunas formas de
desarrollo de BG corta son evolutivamente ancestrales (Liu and Kaufman 2004), y
considerandose el desarrollo por BG larga como una adaptacién para una rapida
embriogénesis, ya que estos insectos organizan el patrén segmental del cuerpo entero de
una sola vez. Sin embargo un eco de las dos fases de segmentacion de los insectos de BG
corta persiste en los de BG larga en el patrén de expresién secuencial de los genes
reguladores que especifican los segmentos y la identidad de los segmentos (Heming,
2003). La BG corta es ancestral y la sucesion de eventos que llevan a la segmentacion del
cuerpo es similar a lo observado en vertebrados.

El proceso a través del cual se forman las unidades metaméricas y la especificacion
de los segmentos es bien conocida en D. melanogaster, tiene lugar inmediatamente
después de la formacién del blastodermo y se encuentra bajo el control de tres grandes
grupos de genes: los genes de efecto materno, que definen las coordenadas espaciales a lo
largo de los ejes anteroposterior (A-P) y dorsoventral (D-V) (Rivera Pomar y Jackle, 1996;
Morisato y Andreson, 1995); los genes de segmentacion, que determinan el ndmero y la
polaridad correctos de unidades metaméricas (Rivera Pomar y Jackle, 1996) y los genes
selectores homeoticos que especifican la identidad de los segmentos (Mlodzik y Gehring,

1987; Mann y Morata, 2000). (Fig. 3)
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1.2. El eje dorsoventral

Toda la informacién 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.

La primera asimetria D-V se da durante la formacién del oocito en las ovariolas, a
partir de la migracion del nucleo del oocito rodeado del mensajero de la proteina Gilirken
hacia una posicién cortical que es asimétrica con respecto al eje corto de la camara del
huevo. Alli este mensajero es traducido y su proteina juega un rol instructivo sefialando a
las células foliculares somaticas inmediatamente proximas que asuman una identidad
dorsal (Shuppbach y Roth 1994). Alli se activa el homélogo del Receptor del Factor de
Crecimiento Epidermal (EGFR) en D. melanogaster, torpedo, reprimiendo la expresiéon de
pipe en las células foliculares dorsales, esta represiéon so6lo se da en la regién dorsal del
oocito (Fig. 4), sobre el lado ventral la expresion de pipe desencadena una cascada
proteolitica integrada por los genes nudel (ndl), windbeutel (wind), gastrulation defective
(gd), snake (snk), easter (ea) y spdtzle (spz). Esta cascada proteolitica culmina con el clivaje
y activacion del ligando de Toll, Spatzle (Spz) en la porcién ventral del espacio perivitelino
(Moussian y Roth 2005).

La proteina Spz clivada se une y activa al receptor de membrana Toll que es provisto

por la madre y que se encuentra en la membrana plasmatica embrionaria.
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Fig. 4. El nucleo del oocito viaja hacia lo que sera el lado anterior y dorsal del mismo. Alli el mensajero de
giirken es traducido para producir la proteina Giirken que es recibida por Torpedo en las células foliculares
préximas. La sefial de Torpedo induce a las células foliculares a diferenciarse como dorsales. La sintesis de la
proteina Pipe es inhibida en las células foliculares dorsales. La proteina Giirken no difunde hacia el lado
ventral. Las células foliculares ventrales sintetizan la proteina Pipe.

Corriente abajo del receptor Toll, en el dominio citoplasmatico, los genes maternos,
tube (tub), pelle (pll), cactus (cact) y dorsal (dl) trasducen la sefial en el embrién (Anderson
et al,, 1985; Roth et al,, 1991; Hecht y Anderson, 1993; Shelton y Wasserman, 1993). Estos
genes codifican componentes citoplasmaticos de la cascada de sefalizacion, que culmina
con la traslocacién de Dorsal, miembro de la familia de Factores de Transcripcion NFkB
(Steward, 1987) a los ntcleos embrionarios durante el estadio de blastodermo.

La activacion de Toll lleva a la fosforilacion y degradacion del homdlogo de IkB,
Cactus (Cact), que en ausencia de sefializaciéon se une a Dorsal secuestrandolo en el
citoplasma. La fosforilaciéon de Cact permite la traslocaciéon de Dorsal al nticleo donde se
une a secuencias especificas del ADN regulando la transcripcién de varios genes. Estos

procesos se dan en un gradiente que encuentra su maximo sobre el lado ventral y como
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consecuencia el mismo gradiente se da para Dorsal y se mantiene estable durante 14

divisiones sincroénicas de los nucleos.(Fig. 5).

Células foliculares Espacio perivitelino Oocito Nucleo
Sintesis de Pipe @
>
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Fig. 5. Dentro de las células foliculares Pipe modificaria un factor desconocido que interactiia con Nudel para
dividir la proteina Gastrulation-deficient (Gd) activandola. Gd activada cliva la proteina Snake. Una vez
activada Snake cliva a la proteina Easter que a su vez activa a la proteina Spatzle. Esta dltima se une al
receptor de membrana Toll que activa a Tube y Pelle que fosforilan a la proteina Cactus provocando su
degradacién y liberando a Dorsal que ahora puede ingresar al nticleo y desencadenar la ventralizacion de la
célula.

El establecimiento del gradiente de Dorsal es el evento mas importante en el
establecimiento del eje D-V ya que la identidad celular sobre este eje depende directa o
indirectamente de la concentracién de la proteina Dorsal en el nucleo. Dorsal actia como
un morfégeno activando o reprimiendo genes blanco de manera dependiente de la
concentracion. Asi diferentes concentraciones de Dorsal especifican diferentes dominios
en el embridn.

Altos niveles de Dorsal sobre el lado ventral favorece la expresién de genes como
snail y twist que indicaran a las células mas ventrales identidad de mesodermo, niveles
mas bajos de dorsal se dan lateralmente activando la expresiéon de genes como rhomboid,
vein, ventral nervous system defective, short gastrulation y brinker en lo que sera el
neuroectodermo (Kosman et al,, 1991; Ray et al.,, 1991; Ip et al., 1992b; Francois et al,,
1994; Mellerick y Nirenberg, 1995; Jazwinska et al.,, 1999a,b; Minami et al, 1999), mientras

que la ausencia de Dorsal en la region dorsal del embrion permite la expresion de genes
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como decapentaplegic (dpp) y zerkniilt (zen) que definiran la formacién del ectodermo
dorsal y la amnioserosa respectivamente.
El patronamiento D-V es subsiguientemente refinado y mantenido por la accién de

genes zigoticos que se expresan en diferentes dominios D-V (Araujo y Bier 2000) (Fig. 6)
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Fig. 6. (A) Corte transversal de un blastodermo de Drosophila melanogaster mostrando las regiones de
expresion de los algunos genes zigdticos y los tejidos que se especifican como resultado en cada territorio
(B) Cascada de sefializacion desencadenada por el gradiente de Dorsal en D. melanogaster. Si Dorsal entra en
el nicleo se expresan genes como rhomboid, sanil y twist que a su vez llevan a la expresion de genes que
formaran el neuroectodermo, musculatura y corazdn, e impide que se expresen genes como zerkniilt, tolloid
y decapentaplegic, inhibiendo la formacién de estructuras dorsales. La figura 6B esta tomada de Gilbert,2000.

En cuanto a los mecanismos que llevan al establecimiento del eje dorsoventral se han
estudiado tanto en animales vertebrados como invertebrados (Roth, 2003; Linch y Roth
,2011; Zhang et al 2007), sin embargo en insectos es un campo que recientemente esta en
desarrollo.

Durante afios se conocié a la perfeccién como se establecia el eje dorsoventral en D.
melanogaster, pero en otros insectos era escasa la informacién con la que se contaba. Se
han llevado a cabo algunos estudios en Thermobia doméstica (Thysanura), Schistocerca
gregaria (Ortoptera) y Oncopeltus fasciatus (Hemiptera) (Hughes et al, 2004;
Kuchenmeister, et al, 1999; Dearden et al, 2000; Panfilio 2006). Estos datos son el
resultado del clonado de algunos genes de la sefalizacion D-V; pero no de la bisqueda
sistémica de los miembros de toda la via. Esto se debe a que sus genomas atin no han sido

secuenciados. Hace unos pocos afios con la secuenciaciéon de los genomas de Anopheles
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gambiae (Diptera) y Tribolium castaneum (Coleoptera) se han llevado a cabo busquedas
de la via D-V (Goltsen, 2007 y Nunes da Fonseca et al 2008). Como es de esperase A.
gambiae ha mostrado muchas similitudes con D. melanogaster siendo que tienen un modo
de desarrollo embrionario similar y también T. castaneum, sin embargo en este ultimo
algunas diferencias en las redes génicas regulatorias llevan a pensar que ha habido una
divergencia en los linajes en cuanto a la conservacién de la funcién de los genes en el
establecimiento del eje D-V, con lo que es evidente que es necesario ahondar estos

estudios en insectos menos derivados.

1.3. Rhodnius prolixus como modelo

Los conceptos en términos embrioldgicos de segmentacion, polaridad, gradientes y
compartimentacion fueron desarrollados en los trabajos pioneros de Friedrich Seidel,
Klaus Sander y Peter Lawrence con insectos hemipteros como Euscelis plebejum, Rhodnius
prolixus y Oncopeltus fasciatus, los cuales por tratarse de insectos hemimetabolos, al final
del desarrollo embrionario la larva resultante es muy similar al individuo adulto. R.
prolixus ha sido un modelo de estudios fisiolégicos y embriolégicos. El vasto cuerpo de
conocimientos generados por V. Wigglesworth durante casi medio siglo constituye una
base conceptual sobre la cual la informacién molecular encuentra una razén bioldgica.

Aspectos tan importantes en biologia como el concepto de polaridad planar fueron
desarrollados por Wigglesworth y continuados por Lawrence en este tipo de insecto, en
los que resulta interesante estudiar la expresion génica para descubrir diferencias en la
expresion de genes y sus redes regulatorias que nos permitan entender de qué manera se
originan las diferentes morfologias.

Recientemente se han iniciado estudios en el modelo O. fasciatus, en esta especie se
han clonado varios genes de segmentacion, genes selectores y se han desarrollado técnicas
de genética reversa como el ARNi, pero a diferencia de R. prolixus su genoma no ha sido
secuenciado debido a su enorme tamafio (3.500.000.000 de bases).

Al inicio de este trabajo el genoma de R. prolixus era un proyecto. Esta tesis se
desarrolld6 contemporaneamente al tiempo que avanzaba la secuenciacion del genoma.

Esto permite un andlisis mas completo en un insecto hemimetabolo.
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Teniendo como herramienta el genoma ensamblado de R. prolixus, es posible la
identificacién de genes que establecen las redes regulatorias que actian durante el
desarrollo embrionario de manera sistémica permitiéndonos identificar posibles blancos
de acciéon de procesos evolutivos que determinan las diferentes morfologias de los

insectos.

1.4. Objetivos

Las actuales tecnologias gendémicas estdn conduciendo a la completa caracterizacion de
muchos procesos comunes a diversos organismos. Por ejemplo, las tecnologias de
genomica funcional, como la secuenciaciéon de genotecas normalizadas y sustractivas, asi
como la de microarrays de DNA ofrecen la posibilidad de registrar simultdneamente el
nivel de expresion de miles de genes, sea en respuesta a estimulos especificos, o en el
transcurso del desarrollo embrionario. Con esta informacién es posible estudiar el
funcionamiento de redes de regulacion génica. Por otro lado, estas redes regulatorias nos
indican procesos evolutivos comunes en diversos insectos.

La enorme variabilidad morfolégica de los insectos y su consiguiente radiacion, esta
determinada esencialmente por los mismos genes, los que forman parte de redes génicas
semejantes (Rogers et al., 2002; Angelini y Kaufman, 2005). Sin embargo son los patrones
de expresion de los distintos genes durante el desarrollo los que determinan la morfologia
final del insecto. Asi es como si bien las redes regulatorias son conocidas, las moléculas
efectoras que actian en procesos morfogenéticos son muy poco conocidas.

El objetivo general de este proyecto es generar informacién genémica de R. prolixus 'y
determinar el modo de regulacién de los distintos genes durante el desarrollo en base al
estudio del patrén de expresion de los genes durante el desarrollo.

Se proponen, como objetivos particulares,

1. La generacion de ESTs embrionarios a partir de genotecas normalizadas, la
anotacion de dichos genes en el contexto del genoma de R. prolixus
2. Establecer métodos de estudio de genémica funcional en R. prolixus

3. Identificar y analizar genes de polaridad dorsoventral
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La generaciéon de ESTs a partir de genotecas normalizadas no se incluy6 en esta tesis
debido a que los genes con los que se propuso trabajar en este proyecto se encuentran en
muy baja concentracién en los estadios mas tempranos de desarrollo y ni adn en la
genoteca normalizada pudieron ser amplificados por lo que se utiliz6 para la obtencion de
dichos genes un ADNc generado a partir de huevos exclusivamente que no superaran los 5
dias post-puesta.

En esta tesis se presenta el establecimiento de la metodologia requerida para el
analisis funcional de genes de desarrollo. En la seccidn Materiales y Métodos se detallan
los protocolos de ARNi parental e hibridacidn in situ de ARN optimizados para R. prolixus.
Estos protocolos son el resultado de series de experimentos de optimizacion los cuales no
se presentan en la seccidon de resultados sino como protocolo final. De aqui en mas se
considera esta metodologia como la base para futuros estudios en R. prolixus.

Como consecuencia del desarrollo de estas metodologias se pudo realizar el analisis
funcional de varios sistemas regulatorios.

En esta tesis se presentan los resultados de su aplicaciéon al estudio de genes de
polaridad dorsoventral, en particular dorsal, toll y dpp los cuales representan puntos clave

en la regulacién de la cascada D-V.
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Materiales y métodos
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2. Materiales y métodos

2.1. Cuidado de R. prolixus en laboratorio

En laboratorio son criados en recipientes de plastico de boca ancha de unos 10 cm de
diametro por 15 cm de alto, de paredes lisas y transparentes cuya tapa es remplazada por
una malla de nylon muy fina que facilita su alimentacion y deben limpiarse
periddicamente con lavandina eliminando las deposiciones que pueden contener parasitos
de los insectos.

La temperatura a que son criados es de 28+/- 1°C y una humedad relativa de 45-50%
asf como también el fotoperiodo se encuentra regulado (luz/oscuridad de 12:12 hs.)

R. prolixus es un hemiptero hematéfago por lo que se utiliza para su alimentacion
aves de corral (gallinas) las cuales son inmovilizadas en cajas de madera, y se quita el
plumén debajo de las alas, alli se colocan los frascos invertidos con las vinchucas y se lo
sujeta fuertemente con una banda elastica hasta que todas se hayan alimentado. Cuando
esto ocurre las vinchucas aumentan considerablemente su tamafo.

Su ciclo de vida se caracteriza por poseer cinco estadios larvales que se denominan
del I al Vy el adulto. Son hemimetabolos, poseen una metamorfosis incompleta y las larvas
poseen los mismos habitos y alimentacién que el adulto. Machos y hembras adultos son
facilmente diferenciables a partir de la morfologia de la genitalia que en los machos es

redondeada y en las hembras es mas triangular y sobresale del abdomen (Fig..7)

Fig. 7. Esquema de las genitalia de hembras (A) y

e

machos (B) de R. prolixus.
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Los huevos son dejados sobre tiras de papel plegadas colocadas dentro de los frascos,
estas tiras no solo proveen un ambiente similar al que habitan naturalmente sino que
ademas facilitan la recoleccion de los huevos ya que estos son adheridos al papel al
momento de la oviposicidn.

Los huevos son de color rosa palido y a medida que avanza el tiempo de desarrollo se
vuelven cada vez mas obscuros y demoran aproximadamente 15 dias en eclosionar para la
temperatura estipulada en éste trabajo ya que los tiempos de desarrollo varian de acuerdo
con la temperatura del ambiente.

Cada uno de los estadios se separa en distintos frascos con excepcion de los estadios
[y Il que debido a su pequefio tamaiio son dificiles de diferenciar y manipular.

Una vez que han sido separados se los deja 15 dias para alimentar, si se han
alimentado bien no necesitan de otra ingesta para mudar al siguiente estadio. Si este es el
caso demoran aproximadamente 15 dias en pasar de un estadio a otro.

La cantidad de adultos por frasco tiene que estar en lo posible equilibrado entre
machos y hembras.

Para la oviposicion es requerimiento sine qua non la alimentacién. Una vez

alimentados demoran aproximadamente una semana para iniciar la puesta.

2.2. Manipulacion de los embriones y ovariolas

Debido a que no pudimos establecer medios quimicos que permiten la decorionaciéon
de los huevos de R. prolixus, la misma debe ser llevada a cabo manulamente bajo
microscopio de diseccidn con pinzas de diseccion.

Cuando se trabaja con estadios de banda germinal se retira el opérculo del huevo y
realizando una leve presion en el extremo posterior del huevo con la pinza se empuja el
contenido del huevo hacia afuera. Una vez decorionado el vitelo es retirado manualmente.
Es importante tener en cuenta que R. prolixus es un insecto de banda germinal intermedia
donde el vitelo representa aproximadamente el 90% del huevo, ademas en los estadios de
desarrollo tempranos los embriones son transliucidos o ligeramente blanquecinos y a

medida que el desarrollo continia toman una coloracién rojiza.
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Este procedimiento puede llevarse a cabo tanto en etanol (ETOH) o 4%
paraformaldehido (PFA). En ETOH la remocién del vitelo es mas facil pero los embriones
se vuelven mas rigidos y fragiles, ademas una rehidratacién es necesaria luego de la
diseccion, mientras que en PFA el vitelo se adhiere mas al embrién pero éste permanece
mas flexible.

Una vez que el vitelo ha sido removido los embriones se deshidratan en una escala
ascendente de alcoholes (50%ETOH; 70% ETOH; 100% ETOH) para su almacenamiento o
se continua con el protocolo a llevar a cabo.

En el caso de los huevos en estadio de blastula o previo fue necesario endurecer el
vitelo para mantener la forma original del huevo en la decorionacién. Esto se logré a
través de dos técnicas diferentes dependiendo del protocolo a seguir.

Para el screening embrionario fue necesario detener el desarrollo en nitrégeno
liquido y luego calentado a 60°C durante toda la noche. Con el incremento de temperatura
la membrana vitelina se separa del corion permitiendo la remocién del mismo
manteniendo la integridad del huevo y finalmente tefiido con el colorante de ADN, DAPIL.
En el caso de los blastodermos utilizados para la hibridacién in situ el congelamiento en
nitrégeno liquido afectaba la tincion con digoxigenina por lo que los embriones utilizados
para este protocolo fueron calentados directamente a 60°C durante toda la noche (calor
seco).

Las ovariolas fueron colectadas a partir de hembras alimentadas y en estado
reproductivo. La fijacién de las ovariolas se realizo tal cual se detalla en Osborne y

Dearden (2005).

2.3. Busqueda bioinformatica de genes del desarrollo

En una primera instancia se utilizo la base de datos de trazas del genoma
secuenciado de R. prolixus disponible para miembros del consorcio de secuenciacion.
Sobre esta base de datos se realizd la busqueda de genes del desarrollo en las trazas del
genoma aun no ensamblado, utilizando un algoritmo desarrollado por el Dr. Luis Diambra
en el Laboratorio de Biologia de Sistemas del CREG, el cual nos permitié buscar
fragmentos de secuencias de proteinas muy conservadas, asignandoles un puntaje. De esta

manera se obtuvieron las primeras secuencias parciales de los genes dorsal, toll,
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decapentaplegic, twist, zerkiilt y zelda sobre las que se sintetizaron primers especificos
para amplificacién, sintesis de sondas para hibridacién in situ e interferencia de los genes
dorsal, toll y dpp.

Una vez terminado el secuenciado y ensamblado del genoma de R prolixus
(www.vectorbase.org) se buscaron las secuencias completas de los genes de interés a

partir de dominios muy conservados en los supercontigs de dicho genoma

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom table.cgi?organism=euk). Para confirmar la
identidad de estas secuencias se utilizo el algoritmo BLAST

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (Altschul et al., 1990).

Una vez identificados se utiliz6 un programa de prediccion de estructuras de genes,
FGENESH,

(http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=fgenesh&group=programs&subgroup=gf

ind) para encontrar intrones y exones en el supercontig. Finalmente se buscaron motivos

proteicos en la secuencia utilizando el programa ScanProsite

(http://prosite.expasy.org/scanprosite/. El conjunto de éstos andlisis nos permitio
confirmar la identidad de las secuencias completas halladas y formular hipétesis

bioinformaticas sobre los mismos.

2.4. Sintesis de ADNc de huevos

Para la sintesis de ADNc se recolectaron huevos tempranos, no mas de 5 dias post
puesta, y a medida que se los fue recolectando se los guardé en buffer de lisis con
tiocianato de guanidinio y 3 mercaptoetanol (1 ml de buffer/ 2 ul de § mercaptoetanol). Se
extrajo el ARN total de los huevos, para ello se congelaron los huevos en nitrégeno liquido
y se los tritur6 con un mortero. Se disolvié la muestra en unos 3 ml de buffer de lisis, se lo
centrifugé por 5 minutos a temperatura ambiente para remover restos grandes y se
transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo. Este se colocé en hielo y se agregé un volumen
igual de buffer saturado con fenol y se mezclé. Se agregaron 1/5 volimenes de
cloroformo: alcohol Isoamilico (24:1) y se agit6 varias veces incubando en hielo entre cada
agitacion. Se centrifugé 30 minutos a 4 °C. Se removié y guard¢ la fase superior acuosa, se
repitio este procedimiento dos veces mas y se agregd un volumen de de etanol 96%, se

centrifugd durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se lavo el precipitado con 0.5 ml
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de etanol 80% y se lo dejo secar. Finalmente se disolvi6 el precipitado en agua bidestilada
estéril y se transfirié el sobrenadante a un tubo eppendorf y se agreg6é un volumen igual
de LiCl 12 M y se enfrié la solucién a -20 °C por 30 minutos. Se centrifugé a maxima
velocidad por 15 minutos a temperatura ambiente, se lavé el precipitado con 0.5 ml de
etanol 80% y se lo dejo secar. Finalmente se disolvi6 en agua bidestilada estéril.

Para la sintesis de ADNc se utilizo el Gene Racer Kit (INVITROGEN) y para la
generacion de la segunda cadena se utilizé la ADN polimerasa Expand Long (Roche - 150

U) con la siguiente mezcla de reactivos:

Reactivos Vol.
Gene Racer 5'Primer 3ul
Gene Racer 3'Primer 3ul
RT templado 2 ul
10X Buffer | 5ul
dNTP’s (10mM) 1ul
Expand Long 0.5 ul
Agua 37.5ul
Volumen final 50 ul

Programa

Pasol |94°C2” 1 ciclo

Paso2 | 94°C30”-65°C30”-68°C6’ 20 ciclos

Paso3 | 68°C10°-4°Chold 1 ciclo

2.5. Amplificacion con primers especificos y degenerados

La busqueda de genes que establecen el eje D-V se inici6 haciendo PCR con primers
degenerados sobre una library normalizada de R. prolixus sintetizada por el Dr. Gustavo
Saldafia y el Dr. Andrés Lavore (Lavore et al, 2012), ambos miembros del laboratorio de
Genética y Genémica Funcional del CREG, contribuyendo en parte en la realizacién de la
misma. Mediante ésta busqueda no se obtuvieron resultados, posiblemente debido a la

baja concentraciéon de ARNm en las muestras.
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Con la identificacién bioinformatica de las secuencias de algunos de los genes de
interés se sintetizaron primers especificos para cada una de las secuencias en regiones
altamente conservadas para cada uno y adicionalmente se sintetiz6 un par de cada uno de
los primers que llevaran parte de la secuencia promotora del Fago T7
(CGACTCACTATAGGG) en el extremo 5" con el fin de preparar con los productos de PCR

obtenidos a partir de estos primers las sondas para hibridacion in situ y ARNi

Nombre del primer Secuencia
DI Fw GAGGGAAGATCTGCTGGTT
DI Rv GGTAGTCGGCTTTTTGTCCA
Toll Fw GCGAGAGATTAAAGTATGGTTATA
Toll Rv GAAATGGGGTGATCCATGGTT
Dpp Fw TCGCCAACCGAATTTAGAAC
Dpp Rv TAACGTTTCGACCACAGCAT
Tw Fw GCGATTAATGGCTAATGTAAGAGA
Tw Rv TGACTGTGGCTCTTCCTTCG
DIT7 Fw CGACTCACTATAGGG GAGGGAAGATCTGCTGGTT
DIT7 Rv CGACTCACTATAGGG GGTAGTCGGCTTTTTGTCCA
TollT7 Fw CGACTCACTATAGGGTCCTGGTTTGGAGAATGGTC
TollT7 RV CGACTCACTATAGGGTGACTGTGGCTCTTCCTTCG
DppT7 Fw CGACTCACTATAGGGTCGCCAACCGAATTTAGAAC
DppT7 Rv CGACTCACTATAGGG TAACGTTTCGACCACAGCAT
TwT7 Fw CGACTCACTATAGGGGCGATTAATGGCTAATGTAAGAGA
TwT7 Rv CGACTCACTATAGGGTGACTGTGGCTCTTCCTTCG

Para todas las reacciones se utilizo la siguiente mezcla de reactivos:

Reactivos

Buffer 1X

Cl,Mg 3mM

dNTP 25uM

PrFW 25uM

PrRv 25uM

Taq 1U

Molde 20 ng

Agua estéril Hasta llegar a volumen
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Inicialmente se realiz6 un gradiente de temperatura de anealing (T°a) determinando
de esta manera la mejor temperatura de amplificacion para cada par de primers. El
ciclador térmico utilizado para la PCR fue MBS 0.2G Hybaid (Thermo Scientific) y el

programa de amplificacion utilizado fue el siguiente:

1 ciclo 94°C 30 sec.

30 ciclos 94°C 30 sec.

50°C (gradiente 10°C) 30 sec.

74°C 1 min.

1 ciclo 74°C 5 min.
4°C suspender

La temperatura de anealing se modificé para cada par de primers, asi para dorsal se
utilizé una T de 50°C, para dpp fue de 46,4°C y para toll de 52,5°C para los primers con
T7 y de 58,4°C para los primers sin T7.

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo con la enzima Taq T-Plus DNA
Polimerasa (Inbio-Highway, Tandil), con excepciéon del fragmento de toll el cual se
amplific6 en primer lugar con la enzima Expand Long (Roche - 150 U) y luego se
reamplificé con la Taq T-Plus.

Todos los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al

1% con bromuro de etidio.

2.6. Clonado y secuenciacion

Todos los amplicones obtenidos se clonaron en el vector pGEM-T Easy (Promega). La
caracteristica distintiva de este vector es que se comercializa predigerido y posee en el
extremo 3"una “T” libre, esto favorece la disminucién del ruido producto de la religacion
del vector. A su vez requiere que el inserto a ligar haya sido amplificado con la enzima Taq
DNA polimerasa, la que deja en los extremos del amplicon una “A”. De esta forma se
obtiene una ligacion eficiente del vector.

Para favorecer la incorporacién de inserto por el vector La relacion molar entre

inserto y vector debe ser de 3:1, en este trabajo se utilizd la mitad de la reaccion
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recomendada por el fabricante ya que se comprob6 que en estas condiciones se tiene una

buena eficiencia.

Reactivo Vol.
2X Rapid ligation Buffer 2,5ul
pPGEM-T Easy Vector (50ng) 0,5ul
Muestra 1,0l
DNA Ligasa T4 (3U/pl) 0,5ul
Agua 0,5ul
Vol. Final S5ul

A continuacidn se realizo la transformacién de bacterias E. coli para reamplificar el
vector. Para esto se utilizaron bacterias competentes quimicas E. coli de las cepas XL1-
Blue y DH5a. Se sembr6é 100 pl de cultivo transformado en placas de LB-agar con
Ampicilina (50pg/ml) a las que se les agregd previamente 10ul de IPTG y 20ul de X-Gal,
para el sistema de deteccién blanco-azul y se mantuvo las placas en estufa a 37°C. Los
clones positivos se cultivaron en medio LB liquido, se chequearon por digestién con
enzimas de restriccién y aquellas que dieron el patréon de bandas deseado fueron

posteriormente enviadas a secuenciar a la compafiia Macrogen (Corea del Sur).

2.7. Sintesis de las sondas de ARN

Las sondas de hibridacidén in situ fueron preparadas con digoxigenin-UTP (Roche)
utilizando el RNA-Dig Labeling Kit (Roche)

Para la sintesis de las sondas se puede partir de una PCR o de un plasmido que
contenga la secuencia de interés, en cada caso se procede de la siguiente manera:

e De PCR: hacer una PCR (5’RACE) usando adaptador T7 sélo en el primer reverse (T7
queda en 3’ para generar el antisense). Hacer una extraccion fendlica y una
precipitacion etandlica (o isopropandlica).

e De Plasmido: Linearizar el plasmido (cortar con enzimas que generen extremos romos
o 5’ extendido (hacer una restriccién completa para impedir que se hagan transcriptos

en circulo rodante). Extracciéon fendlica y precipitaciéon alcohdlica.
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Reaccion:

1) dH20 c.s.p. 10ul

2) 10x buffer de transcripcién 1ul

3) NTP labeling mix para RNA 1ul

4) Inhibidor de RNAsa (20U) 1pl (mezclar)

5) Molde de DNA linearizado (0,5-1pug) .... lomejor es [0,25a 0,5ug/pl]
6) T7 RNApol (20 unidades) 1ul (mezclar)

7) Centrifugar, incubar 2hs a 37°C

8) detener frizando o proseguir inmediatamente

9) agregar 15ul dH20
25ul  2x  buffer carbonato (ver
soluciones)
Incubar a 70°C por 30’
10) agregar Solucién Stop 50ul
LiCl 5M 8ul (o 10ul de 4M)
tRNA [20mg/ml] 10pl
EtOH 300l

11) -20 O.N. Enfriar EtOH O.N.
12) Centrifugar 20’ a 4°C, lavar con EtOH 70% frio. Resuspender en 150ul de Solucién
Hybe

Para tincion de embriones tratar con 0,1 a 2ul de esto, diluido en 30ul de Solucién

Hybe.

Andlisis de calidad de sonda:

1) hacer un dot blot con 0,1l de esta sonda
y con una serie de diluciones de RNA control del kit. (1:10; 1:100; 1:1000; 1:10000)

2) R R W5 en PBTw (en eppendorf de 2ml)

3) Incubar con 1ml de anti-Dig 1:2000 en
PBTw por 10’

4) RR W10 en PBTw

25



5) R R con Buffer de Tincion (o Buffer
Alcalino)
6) Tefiir con NBT-BCIP

R: (rinse): enjuagar: sélo enjuagar los embriones con 1ml de solucién nueva

W: (wash): lavar: agitar el tubo de modo que los embriones se muevan y mezclen y todas
las superficies del tubo se laven. Luego dejar que precipiten e invertir el tubo brevemente
para que caigan los embriones que quedaron pegados a la tapa y paredes del tubo.

W5: lavar 5’

2.8. Hibridacion in situ

Este protocolo al igual que el de ARNi parental se desarrollaron especialmente para
R. prolixus por lo que se detallan punto a punto a continuacién. No habia hasta el momento
de iniciar esta tesis un método validado para el andlisis por ARNi de fenotipos en R.
prolixus. Es por ello que se establecié un protocolo de ARNi parental.

El protocolo utilizado se basé en el Boeringer Genius Kit y algunas de las
modificaciones se basaron en Liu y Kaufman (2004).

Todas las reacciones y lavados se hacen en tubos eppendorf, con 20-50ul de
embriones preparados por vial.

El mismo protocolo se llevé a cabo para la tincidn de ovariolas

Para las soluciones ver el anexo

2.8.1 .Hibridacion

1.- descongelar solucién fijadora 10’ a 70°C. Enjuagar los embriones (que estan en MetOH
100%) con 1ml de MetOH 100% y luego 500ul MetOH y 500ul PBTw (agregando 12 el
MetOH, luego el PBTw, agitar)

2.- post-fijar en 500ul PBTw + 500pl de solucidn fijadora x 20’ en agitacién

3.-RRWR con PBTw
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4.- incubar x 1h. en una mezcla de detergente RIPA.

5.-RRWR con PBTw.

En caso de trabajar con huevos en estadio de blastodermo es necesario hacer
una digestion con proteinasa K (ver anexo).

6.- incubar en Buffer de Hibridacién (Hybe) SIN sonda a 70°C por 30’. Esto se hace a fin de
inactivar las fosfatasas enddgenas.

7.- pre-hibridar a 60°C x 30’ antes de la hibridacién con sonda

8.- aspirar tanto Hybe como sea posible, agregar sonda (~1ul) diluida en ~30ul Hybe.
Hibridar 36hs. a 60°C.

9.- agregar 500ul de Hybe-B (a temperatura ambiente). Mantener a 60°C hasta que los
embriones precipiten; reemplazar con 500ul de Hybe-B, incubar a 60°C por 15’
Repetir reemplazar e incubar 15’ a 60°C.

10.- 0.N. a 60°C en Hybe.

11.- R R W5 con Hybe-B. R R W5 con Hybe-C. Los lavados cortos en soluciones de baja
salinidad ayudan a reducir el background

12.- RRW5 W5 en PBTw

13.- incubar en Solucién de Hibridacidon-Anticuerpo por al menos 1h.

14.- incubar O.N. a 4°C con 1ml aDig-AP (1:2000), en agitacion. (el anticuerpo aDig-AP
puede reusarse > 5 veces/4 semanas).

15.-RRW10.

16.-W10 W10 W10 con PBTw.

17.- R R W con Buffer Alcalino (revelado de fosfatasa alcalina).

18.-Tenir con NBT-BCIP (usar un volumen suficiente para que todos los embriones entren
en contacto con el liquido). Para impedir el aglutinado de los embriones, no agitar;
colocar los tubos horizontalmente y moverlos suavemente cada tanto. La tincién puede
llevar de 30’ a varias hs. u O.N.; 2hs. es normal.

19.-detener la reacciéon con R R W20 con PBTw.

20.-R con dH;0. Deshidratar los embriones en la siguiente escala de R-OH:

50% dH20/50% EtOH 70%

EtOH 70% se pueden guardar a temperatura ambiente o continuar con
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2.8.2Montaje

Deshidratar los embriones en escala ascendente de alcohol
50% EtOH 702/50% EtOH 100%
EtOH 100%
EtOH 100%
[Estos embriones no se clarifican con Histoclear porque son bastante transparentes.
Montar directamente]
Montaje: levantar los embriones con un tip sin punta y gotearlos sobre un porta.
Agregar 220ul de Mowiol alrededor y mezclar con aguja y moviendo el porta; con cuidado

y lentamente, poner el cubre (24x56mm).

2.9. ARNi

2.9.1. Armado de los primers

Para el armado de los primers se puede utilizar cualquier porcién del gen que esté
incluida en el ARNm maduro

En este caso se utilizaron los mismos cebadores especificos utilizados para la
amplificacién por PCR, a los que se les agregé en el extremo 5’ los sitios de unién para la
T7 Polimerasa (TAATACGACTCACTATAGGG), La secuencia de T7 debe ser la misma para
ambos primers (no se debe invertir en la reversa), por ejemplo:

T7=TAATACGACTCACTATAGGG

Fw: 5’ TAATACGACTCACTATAGGGGGCCATTACGGCCGGGGG 3’

Rv: 5’ TAATACGACTCACTATAGGGCCGCCTCCACCGCCACCG 3

2.9.2. Preparacion del templado
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Se utiliza como templado para la producciéon de ARNdc el producto de una PCR que
posee en sus extremos sitios de unién para la T7 RNA Polimerasa.

Para ello se mezclan en un tubo para PCR de 0.2 ml los siguientes componentes
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Componentes Stock
H,0
Taq buffer 10X 1l
Cl,Mg 25mM 0.6ul
BSA 100X 0.2ul
dNTP 10mM 0.2ul
Primer Fw 10uM 0.2ul
Primer Rv 10uM 0.2ul
Muestra
Tag (fermentas) 5U/ul 0.06pl
Volumen final 10ul
Programa PCR
satge 1 1 ciclo 94°C 5'
stage 2 30ciclos | 94°C 30"
66°C 30"
72°C 1
stage3 1 ciclo 72°C 5'
4°C suspender

Se realizo extraccion fendlica y precipitacion al producto de PCR y se analiz6 1 pl del

producto por electroforesis en gel de agarosa 1% con bromuro de etidio para corroborar

la integridad y calidad del mismo.

2.9.3. Precipitacion isopropandlica / Extraccion fendlica

Extraccién Fendlica:

1. Agregar 1 Vol. de fenol. Mezclar muy bien.

2. Centrifugar 5 minutos a 14.000 rpm

3. Rescatar la fase superior

4. Agregar 1 Vol. de cloroformo. Mezclar muy bien.

5. Centrifugar 5 minutos a 14.000 rpm

6. Rescatar la fase superior y continuar con el siguiente protocolo

Precipitacién Isopropanodlica:

30



. Agregar 0,8vol. de isopropanol o 2.5 de etanol absoluto.
. Agregar 0,1vol. de AcNa o AcNH4.

. Dejar a -20°C O.N.

. Centrifugar 20min. a 14.000 rpm

1

2

3

4

5. Descartar el sobrenadante.

6. Realizar un lavado con 100pl de etanol 80°.
7. Centrifugar 5min. a 14.000 rpm
8. Secar a temperatura ambiente o a 37°C (no sobre secar).
9. Diluir en 3-5pl de agua.

Finalmente se midi6 la concentracién de producto de PCR en espectrofotémetro

2.9.4. Transcripcion in vitro

1.

©® N o s WD

AN N N N U N NN

Mezclar
10X Buffer (transcriptasa) S5ul
10mM rATP S5ul
10mM rCTP 5ul
10mM rGTP 5ul
10mM rUTP 5ul
DNA 100 ng/ul
Enzima(T7 RNA Polimerasa USB) 12.5U
H20 C.S.p.
Inhibidor de Rnasa 1l

Volumen total 50ul
Incubar 1h a 37°C

Digerir el ADN con DNasa I

Incubar 15 minutos a temperatura ambiente

Detener con EDTA 10 minutos a 65°C

Extraer con 1 volumen de Fenol:Cloroformo:Isoamilico (25:24:1)
Vortex. Centrifugar 2 minutos a 12.000g

Transferir la fase acuosa y agregar 1 volumen de Cloroformo:Isoamilico (24:1)
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9. Vortex. Centrifugar 2 minutos a 12.000g
10.  Transferir la fase acuosa y agregar 0.5 volimenes de 7.5M NH4Ac y 2.5 volimenes
de ETOH absoluto

11.  Mezclar y dejar 30 minutos a -70°C
12.  Centrifugar 20 minutos a velocidad maxima
13.  Lavar con 1ml de ETOH 70%
14.  Secar a temperatura ambiente o0 a 37°C y disolvié en H20 bidestilada estéril.

Es importante en todos los pasos mantener la esterilidad y limpieza de todos los
elementos

En este caso se disolvié en 12 pl de agua bidestilada estéril, de los cuales 10 pl se
utilizaron para inyectar (2 inyecciones de 5ul) y los 2 pl restantes para medir
concentracion y correr en gel de agarosa 1% con bromuro de etidio para ver la integridad
del ARNdc.

El ARN se resuspendio6 en agua estéril en una concentracidn final de 0,5 pg/pl.

Las hembras virgenes de R. prolixus se inyectaron entre los esternitos quinto y sexto
del abdomen con aproximadamente 5ul de solucion de ARNdc

Las hembras inyectadas fueron luego reunidas con machos y 2 a 3 dias luego de la
inyeccion fueron alimentadas para inducir la oogénesis. Se permitié el completo desarrollo
de los huevos para el andlisis morfolégico de los fenotipos

Los controles se inyectaron con ARN doble cadena correspondiente al gen [3-

lactamasa de E. coli en las mismas condiciones que las interferidas.

2.10. Microscopia e imagenes

Las fotografias de los embriones tefiidos con DAPI y de los embriones WMISH, fueron
tomadas con un microscopio de fluorescencia Leica (Leica DM 1000) utilizando una
camara de CCD, Cool SNAP-Procf color (Media Cybernetics). Las fotografias de los
embriones WMISH se tomaron con un microscopio estereoscépico Leica (Leica MZFLIII),

utilizando la cAmara SonyH2.
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Resultados y discusion
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3. Resultados y discusion

CAPITULO 1.

Analisis de la biologia del desarrollo de R. prolixus

El objetivo de esta seccidn es hacer una referencia del desarrollo embrionario para la
interpretacién de los resultados de los patrones de expresion de los genes de desarrollo.
Este trabajo se realizé en colaboracion con la Lic. Natalia Esponda Bherens, sin embargo
los objetivos de la realizaciéon del mismo fue distinto en cada trabajo. La Lic. Esponda se
basé en los procesos que llevan al patronamiento anteroposterior, mientras que en el
presente trabajo se focaliz6 en los aspectos morfolégicos relacionados con eje
dorsoventral.

El desarrollo embrionario de R. prolixus fue descripto por primera vez por Hellen
Mellanby (1934-1935) y posteriormente revisado por Kelly y Huebner (1989). El tiempo
en que el embridn de R. prolixus completa su desarrollo depende de la temperatura del
ambiente, de esta forma las condiciones utilizadas por Mellanby favorecian un desarrollo
embrionario lento, mientras que Huebner utilizé condiciones de cultivo similares a las
utilizadas en el presente estudio acelerando los tiempo de desarrollo, con lo cual la
eclosion demora unos 14-15 dias post oviposiciéon. Aun asi la comparacion de los tiempos
de desarrollo de este trabajo con los estudios previos muestran una gran similitud,
fundamentalmente en el desarrollo temprano.

Los trabajos de Mellanby y Huebner fueron descripciones morfologicas estaticas
insuficientes para el estudio de patrones de expresién como los aqui descriptos, por lo
tanto se efectué una completa redescripciéon de la embriogénesis para las condiciones y los
objetivos de trabajo de la presente tesis.

A continuaciéon se detallaran los principales eventos que ocurren durante el
desarrollo embrionario de R. prolixus, haciendo hincapié en aquellos que muestran
variaciones en el eje D-V.

R. prolixus posee dos ovarios que estan constituidos su vez por siete ovariolas que

desembocan en un caliz. Cada ovariola contiene oocitos en distintas fases de desarrollo.
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Estas ovariolas son de tipo telotréficas, en donde las divisiones de la oogonia son
incompletas generando clones de cistocistos interconectados de los cuales muchos daran
origen a oocitos.

Los oocitos primarios se mueven hacia el inicio del vitelario, dejando detras en el
germario a las células nutricias que formaran una estructura tréfica denominada trofario.
Cada oocito mantiene una conexion con las células nutricias mediante puentes

citoplasmaticos denominados cordones tréficos (Fig. 8).

Filamento
terminal

Oocito Vitelario Germario

Glandula
espermatica C

. ) Fig.8. (A) Esquema de un ovario, cada ovario esta

Camara genital constituido por siete ovariolas que desembocan en el

caliz. (B) Esquema de una ovariola telotréfica. (C)

A Ovariola de Rhodnius (fotografia de la ovariola ha sido
tomada de Bjornsson and Huebner, 2004)

Las asimetrias en el eje D-V se encuentran presentes desde muy temprano incluso
antes de comenzar el desarrollo embrionario, ya en las ovariolas maternamente se
establece la primera asimetria en el huevo, el cual no es perfectamente ovalado sino que el
opérculo se encuentra ligeramente desplazado hacia lo que se considera el lado dorsal del
huevo. Ademas este lado es ligeramente achatado, mientras que el ventral en concavo (Fig.
9). Por ende mucho antes de la fecundacién, durante la maduracién del oocito y a través de
transcriptos maternos no conocidos aun en este insecto, se estableceria la primera

asimetria sobre el eje D-V.
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Fig.9. Morfologia del huevo, a la
izquierda esquema mostrando

los lados anterior, posterior,

dorsal y ventral del huevo.

Luego de la fecundacién las primeras divisiones nucleares ocurren durante las
primeras 12 horas post oviposicion (hpo) (Fig.10A) momento en que los nucleos
comienzan a migrar hacia la superficie (Fig. 10B). Usando microscopia de fluorescencia no
se observan las primeras divisiones pero se deducen de la ausencia de nucleos en la
superficie. El huevo es atin un sincicio donde los nucleos se encuentran rodeados por una
masa de citoplasma. El citoplasma se intercala entre las esferas de vitelo formando un
continuo.

Una vez que los nucleos llegaron a la periferia contindan dividiéndose
tangencialmente (24 hpo) cubriendo toda la superficie del huevo. La actividad mitética se
da en forma asincroénica desde el polo anterior al posterior (Fig. 10 Cy D).

Tras varios ciclos de divisién las membranas plasmaticas se forman alrededor de
cada nucleo formando una simple ldamina de células blastodermales dando asi origen al
blastodermo celular. La diferenciacién del blastodermo embrionario comienza sobre el
lado ventral y lateral del huevo. En este momento es que se manifiesta una asimetria
dorsoventral embrionaria.

Entre el primero y seundo dia dos poblaciones diferentes de células somaticas se
vuelven distinguibles (Fig.10 E y H). Por un lado células con nucleos relativamente
pequefios, que comienzan a condensarse sobre la superficie ventral, lateral y posterior del
huevo (Fig. 10 L). Estas células formaran el rudimento embrionario y forman una U
abierta hacia el extremo anterior del huevo, estas células estan destinadas a invaginarse
en el vitelo durante la subsiguiente gastrulacién (Fig. 10 I-S).

Por otro lado las células que rodean al rudimento embrionario y que cubren toda la
masa de vitelo son células mas grandes pero menos numerosas que las anteriores y

formaran la serosa extraembrionaria que eventualmente rodeara al primordio germinal
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junto con la masa de vitelo. Una vez que los dos tipos celulares se han diferenciado dejan
de dividirse.

A continuacioén, la anatrepsis, también referida como gastrulacién en un sentido
amplio (gastrulacién y anatrepsis pueden ser coincidentes o no segiin cada especie ya que
la formacion del mesodermo puede darse simultaneamente, antes o después de la
anatrepsis, ver Panfilio, 2008), la primer fase de la blastokinesis (caracteristica de los
insectos exopterigotas en los que los huevos tienen mucho vitelo) comienza con la
invaginaciéon de las células del rudimento embrionario por debajo de las células de la
superficie dorsal del huevo, proximo al polo posterior. Esta invaginacién lleva a la
formacion de la banda germinal (BG) temprana sobre el lado dorsal del huevo (Fig. 11 A-
D). Este fenémeno es clave en el posterior desarrollo del embrién. Por ser tan temprano,
cabe esperar que cualquier defecto en la formacién del eje D-V en esta etapa del desarrollo
tenga consecuencias sistémicas.

La BG crece internandose en el vitelo hasta que sélo el extremo de lo que formara la
cabeza queda en la superficie rodeada por el vitelo y flexionada hacia el lado ventral del
huevo (Fig. 11 F).

El extremo cefalico permanece en la superficie brevemente y luego se sumerge y
pliega ventralmente, mostrando otro momento en que la asimetria D-V es clave para la
formacién del embrién. El resto del cuerpo permanece cercano al lado dorsal. De esta
manera el embridn se encuentra invertido respecto de los ejes del huevo, en posicion
dorsal, su extremo anterior localizado posteriormente y su superficie ventral localizada
dorsalmente (Fig. 12). Ademas en este momento para lo que sera el extremo cefalico parte
de la superficie ventral es ademas anterior, por lo que en insectos que poseen este tipo de
desarrollo donde el embrién se mueve adquiriendo distintas posiciones dentro del huevo
la separacién de los ejes antero-posterior y dorsal-ventral no estarian del todo separados

sino que se superponen pudiendo haber interacciones entre las redes regulatorias que

establecen ambos ejes.

d Fig. 12. Posicién del embrion
orsal .

vent con respecto al huevo al final
de la elongacién de la banda
germinal. La flecha blanca
muestra la posicion de la

ant ost
[J()‘st: = 2nt cabeza que se encuentra con
‘ respecto al huevo posterior y a
su vez la superficie ventral de
vent 37

dorsal




la misma es ademas anterior. Negro: orientacion del huevo. Rojo: orientacién del embrién
La region invaginada se elonga hacia el polo anterior del huevo adquiriendo forma de

tubo y se adelgaza. El mesodermo se forma por invaginacién y crecimiento adicional. El
endodermo se forma a partir de dos areas una anterior y otra posterior. La primera cerca
de la flexion cefalica y la otra cerca del extremo terminal del embrién.

A las 60 hpo en el embrion se han diferenciado tres regiones: cefalica, toracica y
abdominal; ésta ultima sin segmentacion visible (Fig. 11 E-H). En la cabeza el labro
aparece como un par de apéndices, los 16bulos cefalicos se encuentran desarrollados y los
apéndices del segmento antenal aparecen desde el margen posterior (Fig. 11 I). Los
apéndices toracicos y de la boca en este estadio son protuberancias que emergen de la
pared del cuerpo y poco a poco se elongaran sobre la superficie ventral de embrién (Fig.
11 E-K).

Hacia las 72hpo el embrién alcanza su longitud maxima. Los apéndices se han
elongado y la anatrepsis se ha completado. Una pigmentacién rojiza (consecuencia de la
acumulacién de hemo proteinas, P. Oliveira, comunicacién personal) aparece en el
ectodermo de la cabeza, los segmentos toracicos y los primeros abdominales son
claramente distinguibles. Posteriormente el embridn se acorta y ensancha, en particular
en la region abdominal.

Transcurridas 96 hpo el embrion contintia acortandose y se ensancha, los apéndices
se encuentran claramente diferenciados, el labro permanece separado, las antenas son
prominentes, en la boca las mandibulas son mas pequeinas que las maxilas. Los apéndices
toracicos son mas largos que los cefalicos. El abdomen posee ahora 8 segmentos.

Durante las préximas 36hs el embrién continia acortandose, la cabeza permanece
posicionada hacia el polo posterior del huevo. El labro se ha fusionado y el abdomen tiene
ahora 10 segmentos y una regiéon terminal no segmentada. La pigmentacién rojiza del
ectodermo se ha extendido y aparece en bandas a lo largo de los limites intersegmentales
de cada uno de apéndices toracicos.

Para las 144 hpo (dia 6) comienza la katatrepsis o segunda fase de la blastokinesis
afectando ambos ejes. El embrion se mueve 180° en el eje transverso llevando un curso en
U a través del polo posterior del huevo, volviendo a la superficie ventral del huevo. La
serosa se contrae tirando del amnion y el embrion en direccién al opérculo. Ahora el eje
anteroposterior del embridn y el huevo son coincidentes al igual que el dorsoventral (Fig.

11L).
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Durante las préximas 36hs los apéndices se elongan, el labro se extiende posterior y
ventralmente; las mandibulas se invaginan dentro de los pliegues formados por las
maxilas. El segundo par de maxilas se unen en su linea media para formar el labio. Los
laterales del embrion se extienden hacia el lado dorsal rodeando al vitelo. Hacia el dia 8 el
cierre dorsal se ha completado quedando el vitelo remanente completamente
internalizado. Entre los dias 8 al 14 post oviposicién hay pocos cambios externos e
internamente la organogénesis continta. Debido que los procesos embrionarios que hacen
a este trabajo son los que ocurren durante el desarrollo temprano de R. prolixus, los
eventos de la organogénesis no seran descriptos aqui.

En la tabla 1 se resumen los principales eventos que tienen lugar durante el
desarrollo embrionario de R. prolixus destacando ademadas aquellos que presentan

asimetrias en el eje D-V
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Tabla 1

Eventos
de
asimetria
D-V

Principales eventos embriolégicos

Divisién nuclear y migracion de los nucleos hacia la periferia
Primeras 12 hs  formando un sincicio -

Contindan las divisiones nucleares cubriendo toda la superficie del
24 hpo huevo. Formacion de la membrana plasmatica. Blastodermo +

Diferenciacion de dos tipos celulares somaticos. Formacién del
24-60 hpo rudimento germinal. Anatrepsis o gastrulacién o primera fase de la

blastokinesis. Comienza a formarse la BG *
60 hpo Diferenciaciéon de regiones cefalica, toracica y abdominal en la BG
Finalizacion de la anatrepsis. Hay segmentacion toracica vy
72 hpo abdominal. Acortamiento y ensanchamiento de la region
abdominal -
96 hpo Clara diferenciacion de los apéndices. Abdomen con 8 segmentos
Fusidon del labro. Abdomen con 10 segmentos mas una regién
132 hpo terminal no segmentada -
Inicio de la katatrepsis. EIl embrién se mueve 180° en el eje
144 hpo transverso y ahora el eje anteroposterior del embrién y el huevo .

son coincidentes al igual que el dorsoventral

Extension ventral y posterior del labro. Las mandibulas se
invaginan en los pliegues formados por las maxilas y el 2° par de

180 hpo maxilas se une para formar el labio. EIl embrién comienza a +
cerrarse dorsalmente rodeando al vitelo

Pocos cambios en la morfologia externa. Continda Ia

192 hpo en ..
organogénesis -

adelante
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12-24AEL

D

0-12AEL 18-24AEL ‘ | 1 2-24AEL ’ ~30AEL

 J & K L N

VMV 30-36AEL VV 30-36AEL VV-30-36AEL

DV 30-36AEL

DV 36-40AEL DV 36-40AELF #+ #° - DV 30-36AEL

Fig. 10. Desarrollo temprano de Rhodnius prolixus. Tincidon nuclear fluorescente con DAPI

Abajo es anterior; AEL_hpo; DV vista dorsal; VV vista ventral. (A-H) Estadios blastodermales, (I-N) y (Q-S)
Formacién de la BG temprana, (0-P) gastrulacién. (A) De 0 a 12 hpo los ntcleos no son visibles en la
superficie por lo que en estos estadios tempranos no pueden ser determinados por tincién nuclear
fluorescente. (B) 12-18 hpo los nucleos alcanzan la superficie y las divisiones mitéticas se contindan en olas
sincrénicas desde el extremo anterior al posterior. (C) Extremo anterior con cromosomas en anafase y
algunos en telofase, (D) porciéon media del huevo con cromosomas en metafase. (E-F) Se forman dos tipos
celulares distintos unos con nucleos pequefios y otros con nucleos grandes, (G-H) detalle de E y F
respectivamente.(L-N) Las células con nucleos pequefios se condensan sobre el lado ventral, lateral y
posterior del huevo. (I-K) Sobre el extremos posterior del huevo y dorsalmente las células de nucleos
pequeiios se forman un pliegue y se invaginan en el vitelo (Q-S) Detalle de la formacion del pliegue e inicio
de la invaginacion. (0) Gastrulacion (P) Detalle de O

41






Fig. 11. Formacion de la banda germinal (BG) de Rhodnius prolixus

Abajo es anterior salvo L donde el extremo anterior del huevo estd hacia arriba. (A-J) Formacién y
elongacion de la BG. (A) Vista dorsal del huevo. El pliegue formado por las células de nucleos pequefios se
invagina en el vitelo en direccién al extremo anterior del huevo y forman el primordio germinal, (A1) Detalle
de A. (B) Continta la elongacién formando la BG temprana. (B1) Detalle de B. (C) Detalle del extremo
posterior de una BG en elongacion, obsérvese el cimulo de células en el extremo posterior formando la zona
de crecimiento. (D 1 y 2) BG en elongacién removida del huevo. (E) BG removida del huevo, faltan los
segmentos mas anteriores. Los segmentos anteriores comienzan a diferenciarse y los apéndices emergen de
las paredes laterales de los mismos. (F) Localizacion del embrién en relacion al huevo. (F1) Vista lateral del
huevo. (F2) Vista ventral del huevo, nétese los 16bulos cefalicos en el extremo posterior del huevo. (G) BG
con todos sus apéndices en desarrollo. La segmentacién abdominal ain no es aparente. (H) BG
completamente formada (H1) vista ventral de H (H2) vista dorsal de H. (I) Cabeza (I1) vista ventral del
embrion mostrandolos 16bulos cefalicos, antenas y el bulto central corresponde al estomodeo, (I12) vista
dorsal del embriéon mostrando los apéndices cefalicos, la segmentacion cefilica es evidente. (J1) Los
apéndices se elongan hacia el lado medio ventral (J2) la BG se retrae, (J3-4) vista ventral del embrién
mostrando los 16bulos cefalicos plegados. (K) La BG se ha retraido concluyendo la fase de la anatrepsis. (L)
La katatrepsis se ha completado, ahora los ejes A-P y D-V del embrién y el huevo son coincidentes. An:
antena, Mn: mandibula, Mx: maxila, Lb: labio, L1: pata 1, L2: pata 2, L3: pata 3, HL: l6bulos cefalicos, St:

estomodeo, Cl: clipeo
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CAPITULO 2.

Identificacion de genes de desarrollo relacionados con el eje dorsoventral en R.
prolixus

Se recolectaron para extraccion de ARN total por un lado adultos y cada uno de los
estadios larvales y por otro lado se recolectaron huevos de manera que todos los estadios
de desarrollo del insecto se encontraran representados de forma aproximadamente
equivalente.

La extraccion de ARN total se realiz6 utilizando el método de tiocianato de
guanidinio-fenol 4cido modificada (Chomzymski y Sacchi, 1988) para ambas muestras.

Una vez obtenido el ARN total se procedié a la extraccién de ARN Poly A+ utilizando
el kit Fast Track Mag Micro ARNm Isolation Kit (Invitrogen) y por columnas con Oligo (dT)
celulosa. Como la concentracién de ARN polyA+ obtenida por cualquiera de estos medios
no fue suficiente se opt6 por preparar el ADNc a partir de ARN total de huevos y realizar
las amplificaciones sobre este molde.

La busqueda de dichos genes se inicié por PCR usando primers degenerados asi como
por busqueda bioinformatica. Para la bisqueda por PCR se utilizé6 como molde una library
normalizada sintetizada en el laboratorio a partir de individuos adultos, todos los estadios
larvales y huevos con primers degenerados. Se realizd6 una reaccion de PCR en las
condiciones establecidas para cada par de primers y se analizo el resultado de la misma
por electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio. Los fragmentos obtenidos se
eluyeron del gel utilizando el kit de Qiagen (QIA quick gel extraction kit (250) QIAGEN), se
midié la concentracién de producto obtenido en espectrofotémetro y se clon6 en vector
pGEMT-EASY. Se transformaron bacterias competentes XL1blue y DH5a. El resultado
mostré que las secuencias de dichos fragmentos no correspondian a los genes buscados.
En el caso de los genes dorsoventrales esta busqueda no arrojé resultados positivos.

En forma paralela se inici6 la busqueda in silico de dichos genes en las secuencias
parciales correspondientes al genoma de R. prolixus.

Para realizar la busqueda bioinformatica se desarrollé un software (ver materiales y
métodos) que nos permite buscar en del archivo de trazas secuencias muy conservadas

dentro de los genes, haciendo un reemplazo de los aminoacidos por los nucle6tidos mas
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probables y ddndole a cada remplazo un valor, tomando como referencia los reemplazos
mas habituales en otros insectos como D. melanogaster y T. castaneum entre otros.

Se tomaron aquellas trazas que mostraron la mayor similitud con la secuencia
requerida y los que poseian un mayor valor o puntaje. Con todas estas trazas se construyd
un contig y su alineamiento para obtener un fragmento lo suficientemente grande e
identificar regiones conservadas. Una vez que se tuvo el fragmento consenso se utilizé el
algoritmo blastx en la base de datos de la NCBI para ver si se trataba efectivamente de la
proteina buscada. Esta metodologia permitié encontrar trazas correspondientes a los
genes dorsoventrales: dorsal (dl), twist (twi), toll, decapentaplegic (dpp), zerkniilt (zen) y
zelda (zId) que si bien no estd implicado exclusivamente en el establecimiento del eje
dorsoventral tiene un papel clave en la activaciéon y expresion de algunos de los genes
arriba mencionados.

En algunos casos con la busqueda bioinformatica se pudo extender la secuencia
encontrada a través del programa DNA baser que permite hacer un ensamblado de contigs
partiendo de las trazas encontradas y de esta forma obtener secuencias lo mas extensas
posibles. Una vez obtenidos estos fragmentos de genes se diseflaron primers especificos en
las regiones mas conservadas y se procedié a hacer una PCR utilizando como molde ADNc
obtenido de huevos tempranos (en su mayoria hasta 3 dias post puesta), ya que las
busquedas anteriores en ADNc de todos los estadios no arrojaron resultados y sabiendo
que estos genes se expresan en forma mas abundante durante el desarrollo temprano y
luego su expresion decae considerablemente (Steward 1987). Este ADNc se sintetizo
utilizando el Gene Racer Kit (Invitrogen).

A partir de las secuencias encontradas in silico se eligieron para trabajar las
secuencias de dl, tl y dpp, por tratarse de los principales iniciadores de la casacada que
lleva al establecimiento del eje.

Se realizé una Race PCR para cada una de las secuencias de genes seleccionados para
obtener las secuencias completas. Solo se pudo amplificar completamente el extremo 3’
del gen dorsal, este gen ha sido identificado durante el desarrollo de esta tesis de forma
independiente por el laboratorio del Dr. Carl Lowemberger en la bisqueda de genes de
inmunidad innata (C. Lowemberger, comunicacion personal y Bedoya et al, 2009); con
respecto a los genes toll, dpp, twi, zen y zId se han obtenido las secuencias completas in
silico sobre el genoma ya ensamblado de R. prolixus (Fig. 13). La identidad de los mismos

se confirmé mediante el algoritmo blast en la base de datos de la NCBI y por la presencia
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de motivos y dominios caracteristicos de cada proteina. Las secuencias completas halladas
in silico y las parciales halladas in vitro para toll y dpp (Fig. 14) se detallan a continuacidn,
las mismas se compararon con secuencias ortélogas disponibles en la base de datos de la
NCBI y en base a estas se intent6 establecer arboles filogenéticos para cada secuencia, sin
embargo debido a la falta de conocimiento de secuencia de estos genes en otros insectos

fuera de dipteros, hizo que fuera imposible establecer relaciones filogenéticas de peso.

Q__ Zen

- Dorsal I—

Fig.13 Genes encontrados in silico y

— Twist

sus relaciones

Fig. 14. Fragmentos obtenidos con la amplificaciéon por PCR con primer sin
T7, a partir de las condiciones descriptas anteriormente. Sobre los mismos se
sintetizaron las sondas para hibridacion in situ y ARNi. Arriba se especifica el

tamafio del ladder utilizado en cada caso
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2.1. Dorsal

Dorsal es un gen de efecto materno esencial para el establecimiento de la polaridad
dorsoventral en el embrion en desarrollo. Su proteina es un factor de transcripcién que
pertenece a la familia Rel/NF-kf3 (Steward, 1987).

Los factores de transcripcion (TF) se caracterizan por poseer una estructura modular
con un dominio de unién a ADN y un dominio de activacién. Los TFs pueden unirse a la
secuencia ADN blanco como mondémeros, homo o heterodimeros para generar un ARNm.

Un Factor de transcripcion kappaf3 (NF-kf3) contiene dos miembros de la familia de
proteinas REL, caracterizadas por una regién amino terminal de 300 aminoacidos
altamente conservada que contiene el dominio de homologia REL requerido para la
formacién de dimeros, unién al ADN, translocacién nuclear y unién inhibidora.

Las proteinas REL son expresadas constitutivamente y se encuentran presentes en el
citoplasma como zimdgenos inactivos unidos a la proteina inhibidora kf que bloquea la
secuencia de senalizacion nuclear. Una vez removida la proteina kf3, REL es translocado al
nucleo donde dimeriza y activa la transcripcién de sus genes blanco (Engstrom et al,
1993).

Los miembros de esta familia de proteinas (REL/NF-kf) se encuentran altamente
conservados, en los insectos el primer miembro de esta familia, Dorsal, fue descripto en D.
melanogaster (Steward, 1987) y se encuentra involucrado tanto en la regulacion del
desarrollo del eje dorso-ventral del embrion como en la regulacién de genes que actiian en
la respuesta inmune innata.

Durante el desarrollo embrionario las distintas concentraciones de Dorsal en el
nucleo especifican distintos destinos de la célula y de esta manera le da identidad a las
diferentes regiones del embrién en el eje dorso ventral.

En R. prolixus se han encontrado tres transcriptos distintos de dorsal: 1A, 1B y 1C.
Las tres son muy similares diferencidandose inicamente en el extremo 5’ en cuanto a su
longitud.

Mientras Dorsal 1A se encuentra presente en bajo nivel tanto en tejidos

embrionarios como en tejidos adultos tales como glandulas salivales, cardia, intestino y
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cuerpo graso; Dorsal 1B y 1C se expresan en altos niveles durante el desarrollo
embrionario sugiriendo un rol en el desarrollo (Bedoya et al, 2009).

Las tres isoformas de Dorsal contienen dominios proteicos conservados
caracteristicos de la familia REL/NF-kf. El primero de ellos es el RHD caracteristico de los
factores de transcripcién REL/NF-kf ecuaridticos. El segundo se encuentra C-terminal con
respecto a RHD, es compartido por inmunoglobulinas, plexinas y factores de transcripcion
y se lo denomina dominio de transcripciéon inmunoglobulina plexina (IPT) responsable de
la unién al ADN. Este dominio posee varios sitios de union para la proteina Ankyrina
(ANK) a los que se unen proteinas inhibidoras impidiendo el ingreso de Dorsal al nucleo
(Stoven et al., 2000).

Una vez clivado el inhibidor una sefial de localizaciéon de 19 aminodacidos ricos en
lisina dirigen a Dorsal hacia el nicleo donde activara o reprimira la expresiéon de genes
zigbticos que determinaran las distintas regiones del embridn.

Pese a haber identificado el extremo 3’ de dorsal a partir de una Race PCR se trabajo
con un plasmido pET32 que contenia la secuencia completa de Dorsal 1A gentileza del Dr.
Carl Lowemberger, para la sintesis de las sondas de hibridacion in situ y ARNi

Por busqueda bioinformatica encontramos que la secuencia de dorsal 1B se
encuentra distribuida en 4 contigs distintos, 17912.44-17912.43-11477.1-17912.42, atin
asi faltan 33 aminodacidos entre los contigs 17912.43-11477.1 los cuales no pudieron ser
hallados en el genoma, tal vez debido al pequefio tamafio del fragmento faltante no fue
identificado por los programas utilizados para la busqueda (Fig. 15).

Sobre la secuencia de la figura 16 se sintetizaron las sondas para hibridacién in situ y
para ARNi Parental (ver materiales y métodos).

La misma se compard con secuencias ortélogas de otros insectos, revelando una

conservacion significativa s6lo en el extremo N-terminal, en el dominio de homologia REL.

48



T

1543bp 198bp

1 CCAAACCCCTATCTAGTTCTCATTACTCGATACAATCTTCTCTACCCAAAAATAGCGTCCACAATTCTTC
71 TCTTTTTCAATTATTTACATTTTATATTTTTAAATAAATATTTGTTGATATTTTATTTTAAAAAATAACT
28981 GATGTTCAGTTAATCCTGAGATGTGTTTTACATTCTGAAGGAGTACTGCTTCTAGAATTTGAAAGAGAGG
29051 GAACAAACCAACGTTTTTTCGTTTTTTGAAGATGTACCTTTGAATTCCTAGTCTAAGGTGCAGGTTATAA
29121 ACCTACTTTTTGGTCTTATTGGATTAAAAAAAAGCAAAATGATCTTAGGAATGTGCAAATTGATTTGTAT
29191 TTTTTAAGAAATAAGAGATCCTTTCAATGTATGTTTCCTTTTTGCTTGGACACCACTTACGCTTTAAGTT
29261 AACATTATAAAAAACAGGGTCCATGTTTATAAACATAATTGCTTTTTAAACGTTTTTTTGGTAAAACTGC
29331 AAAATGGTTTTTGATTTTCTATTGTGTTTCTTGTTTTAATGTATATGGTACTAATTTATTTTTATTTTGG
29401 TTGATGGGAATTGTGATGTTATATTGGGGATTTTGCAGAATCGTTTGACTTTAGTCTGAGCAGAATGGAC
M D
29471 GGGCAAAACATAGATGAAAGCAACTCTGCAATTAATATTAGTGATGTCAGTAAGTACCAAAGTCAAAAAA
G Q NI DESNZSAITI N1 S DV
29541 CAAAATGCAAAAATCATTAATGTTGACAATGTCGTAGTACTTTTTTATATTTTAATTAATTTTCATAACA

31081 TGATAATAATATTTTGTATATATTGATTTAATATATTTTTTTTATGTCCTATTGAAGTTATAGAAACTG
I E V I E T
31151 ATTGTGCCGCTGGAGGTGGCTTAATGAACCAATCTGTTCGGAGAACTAGTGAATCAAGTGGTGGAGGCGT
b cCAAGGGLMNAOQOQSVRRTSESS GG GV
31221 AGCAAGTATGCCGTACATTAAAATTATTGAACAACCAGCATCTAAAGCGCTTAGGTTCAGGTATGAATGT
AAS M P Y I K 1T I E QP ASKALRFRYETC
31291 GAGGGAAGATCTGCTGGTTCTATTCCTGGTGTAAATTCTACACCAGAAAATAAAACGTTTCCTACAATAC
E GRSAGS S 1T PGV NSTWPENIKTFPTI
31361 AGGTATGCTCATATAATCATCATTATTAACCAAAATAATTTTTTTGCCTCTAAGTGGCTGTTCGTAATTT

Q
31431 TGTCATTATGGGAATTTGGTATTTCAAATATTTTTTAGGGCTGGTGGTAGAAAGGTCATTTCTTCTGTCG

1 TTGGAAGCAGCAAATTAGACGAAAGGTGAAAGAGTCCAGAATCCGAGAATTTAACTCCCAAGTAGTTCCA
1821 TAATTTGAACCTTATAAAAAAGAAAACAATGTATACATTTGTAGGGTTGAAAATTTTTATTTTATTTGTT
1891 ACAATTTAAGGATATCCCATTTTATTTGCAGATTGTTGGCTACAGAGGTCGAGCAGTAGTAGTAGTGTCA
Il v.6 YRGRAV YV V V S
1961 TGTGTGACGAAGGATAGCCCATACAGGCCTCACCCACACAATCTTGTTGGCAAAGAAGGTTGTAAAAAAG
c v T K DSPYRPHPHNILV G KE G C KK
2031 GTGTTTGTACTGTCGAGATTAATAATGAAACCATGACAGCGGCCTTTGCAAATCTTGGTATTCAATGTGT
G v CTVEINNETMTAAFANIULGTI Q CV
2101 CAAAAAAAAAGATATTGAAGAAGCACTTAGAGTCAGAGAAGAAATAAGGGTAGATCCATTTAGGAGTAAG
K K K bl EEALRVIRETETI RV DPFR
2171 TATCTGCGGATTTTAATAAAGGAATAAATAATCTAATTATAAATCTATGTGGACCTTGATGTGCCAAAAA
2241 AAAAAATTAAAAAATATTAGGTATTTAACTTGAGTTACCAAATAATCCCTTTTCCATTCGACGCTTGGTA
2311 CAGATTGCCTTAAAATTTTAATATCTATTTCATACTACCATTTTTATTATTTATTTCGACCGGATTCAGT
T G F S
2381 CATAAAACTCAAACAAGTGGTATAGATTTGAATTCAGTTCGATTATGCTTTCAAGCATTTTTAGAAGGAC
H K TQ TS G 1 DLNSVRLU CFOQATFILEG
2451 CTCAAAGAGGAAAATTTACCAACCCATTATCTCCAATTGTATCAGAACCAATTTATGACAAAAGTATGTA
P Q R G KFTNW®PLSPI1TV S EP 1 Y DK
2521 ATTTACAGTTATATAATTTTCGTTAAATTTAATTAATTTTAATTTTTGGGACGATAAACTAAAAAAAAAA
2591 ATCAATGGAGTGTGTTAAATTTAGTTTCAATACTTTTTAAATTAAATTTACGAAAAAATTTAATTACTAA

1 AAATTTGTATAATATAGTCTATTCGAATATCTAGAGGACATATCAGTGCGATTCTATGAAGAGAAAGATG
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3221

3291

3361

3431

3501

3571

3641

3711

3781

3851

E DI S VR FYEE KD
GCCAGGTAGTTTGGGAAGGATTAGGAGATTTCACGCCAACACAAGTTCATAAACAAGTGGCTATTTCATT
G Q VvVvWwWeETGLSGSDZ FTW®PTAQVHIKIQVAI1 S F
CCGAACGCCTAGGTACAAAACATTAGAGGTTAGTGCCTTTAAGTATTTATTAGATGTAAGATAATCTAAA
R T P R Y K T L E
AAAAAATTAATTATGTTATGGAATTCGTGTTCAATTGACTGTAAGTACCGTTCGAAGCAGTTATTATATT

AAGAGCAAAGCGGCAAAAACAAAAACTAGAAATAGATAGAGTTGCTCTATCTTCGCTTTGCTCGCCACTA
ACACTAATCTTAAGTTTTAATATCTTGTTTCAGATAGAGCAGCCTGTGCAGGTACTTATACAACTTCGAA
1l E QP V QV LI QLR
GGCCGTCAGATAACGCTACGAGTGAAGCATTACCTTTTCAGATAACTCCACTTGATTCAGGTAGGCCTTT
R PSDNATSEALPFEFQI TPLDSGT RTPTF
CTTTTGGTCATTGCGTCGAAGTATTGGACAAAAAGCCGACTACCGTACGTTTTCAACAATACTTCAAACG
FWSLRR RSIGOQIKADYU RTFSTILEK KT
AATACAAAATTATTAACTAATCAAGAAAGAATTGACGATGATGCAAACAATAACACCAACAATAGTAATA
N TKLLTNG QETRTIDTUDTIDA ANNNTNNSN
ATAATAATGAAATTAAAGATGTTGAAGTAGAAGATAATGTAGTTAGTGTAGCAGATATTCCACAACCAAA
NNNTETIIKTDVEVTETDNVVYSVADTITPOQFPK
AGTTGTTGTAGTATCAAATCAAGAAGAAGAGATAAAAGACGAAGAAGAAAATTGTGGTCAGTCAGAGTTA
VVVV SN QTETETETILIZKTDETETENTCGQ QSE.L
GAACAACTTTTAGTTAAAGATTTGGAAAATATTTGCAATAATAATAGCGATCTTGGTATATACACAAGTT
E QL LV KTDTLTENTIT CNNNSTDTLTGTIYTS
TCCAGATGGCTTTGAAAAATCCCTGTCAAGATCTGCTTGATCATGAAAGTTACGAAGATATTGCACCACC
F QMATLTIKNGPT CO QT DTLTLTUDIUHTETSYTETDATPTPR R
AAGACCAACAGCTGCTAAACCGACACTTTTGCAACAACCATTATCACCAGTGCCACATTTAGATGATGAA
PTAACIKTPTTLTLG QO QPTLTSZPVPHTLTDTDE
GTTTTACCACCATTACCGCCAAAACGAGCCAAACGTACTGGACCAGATACGAAGACCCTTCCATCACCTC
V.iPPLZPPIKR RAKRTG GPDTTZ KTTLTPSEP
CACAAAAGAAAACTGGTCTTTTTCAAAAATTATTCAACACAAATAAAAGAAAAAAAAATAAAGAAGTCCA
P Q KK TG LFQIKTLTFNTNIE KT RIEKTEKTNTEKTEVQ
AGAACGACCATTGCAATCACGCGGAAGTATTAAATCACTTCCAGCTGAAATGATAATATCATCTAATGAA
ERPLU QSR RGSTIKSTLPAEWMTITISSNE
GTAGATGTTACAGAAGCTGAACATTATGCTTTGTATACATCTGTAGCACCGCATGCTACAGCTTCTGAGT
VDVTEAEUHTYA ALYTSVAPHATASE
TCGATGAAATGTCTTTCTATTACAGTTCAGTCGAACAACAAAAAGTAAACTAAAAACAAATTGTCCCCAT
FDEMST FYYSSVETU QO Q K V NSTOP
GTGGCTAAACTGAAATTTATACATCAAAAAATGCCTCAAAACATTTAAGTACTTAAGATTTTGGAAATTT

12741 CTAAATAAATAGTAGATCCCAATATGACAAATAAATTTAATACTCATACTTGTTTTAAGTTGATTTCCAA

Fig. 15. En negrita cursiva (rosa en el esquema) se encuentra indicado el dominio de homologia REL,

sombreado (violeta en el esquema) el dominio IPT que a su vez es una region rica en asparagina. Subrayado

(verde en el esquema) se encuentra la sefial de localizacién nuclear. En negrita se indican un posible TATA

box y una cola de poli A. Simple linea de puntos es abreviacion del intréon y la doble linea de puntos

representa el cambio de supercontig (doble barra) Las puntas de flecha en el esquema indican la posiciéon

aproximada del intrén y su tamafio.
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Nv-Dorsal I W?NAY AILLKQIPQ NILoR-V RL— SEPMFQGTGERBINSPRP CTARY

Rp-Dorsal -—-HRRSHCE--- Al ————— - e
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- A DT FEErY FrRe Preey |
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Tc-Dorsal [VL[ZRIGH------—- MNWNM ETSVVG NDLSGVNLSETPSGISSLLYN----L[BN

Nv-Dorsal QQNLRSQLQII I.GS SPLLIQ PMV EPPKSNFLLGDA 1 ISDALIGNAT 1 GNVMBEDN

Rp-Dorsal  ---————--—o
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Dm-Dorsal GGNSWESKFSAAAVAAAAATATG NLNNPFTMHNLLTSGGGPGNANNLQ NQH QQQ QQQQQQQYEN
Tc-Dorsal --—-—-—-—--------—-—————————NIB/NACDIN- - ———————————————————————— M E NLS MDES-EGRQ
Nv-Dorsal -----—-—-—-—-—-———————————FPPJASFSQRD---—-————————————————————— DIVKEAVNGTEAAGNT
Rp-Dorsal ———————mmm
640
O P | | :
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Tc-Dorsal PN QASD——— MNGAP - ———— -

Nv-Dorsal HG LNN-——[% PTRIDVI _________________
Rp-Dorsal  ------—— -

Fig.16 Casillas negras: regiones idénticas/Casillas grises: regiones similares. Dm Drosophila melanogaster,
Tc Tribolium castaneum, Nv Nasonia vitripenis, Rp Rhodnius prolixus
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2.2. Toll

La proteina Toll en D. melanogaster es suplida al oocito por via materna y codifica
para un receptor transmembrana responsable de mediar el patrén dorsoventral a través
de una cascada de sefializacion que lleva a la disociacién del factor de transcripcion
Dorsal de su inhibidor Ikf asociado, Cactus (Whalen y Steward, 1993; Bergman et al,
1996), cumpliendo un rol fundamental en el establecimiento del eje dorsoventral.
También cumple un importante rol en la respuesta inmune, las proteinas Toll o los
receptores de tipo Toll (TLRs) al igual que la superfamilia de receptores de interleukina-
1 (IL-1R) tienen funcién en la inmunidad innata antibacterial y antifungal tanto en
insectos como en mamiferos. Estos receptores comparten un dominio citoplasmatico
conservado de aproximadamente 200 aminoacidos conocido como regién homdloga
Toll/IL-1R (TIR).

Por otro lado Toll se expresa en el embrién de D. melanogaster post-blastodermal
donde se cree que posee funciéon de adhesion celular participando en los movimientos
embrionarios durante el desarrollo (Gerttula et al, 1988; Keith y Gay, 1990; Hashimoto et
al, 1991). La similitud estructural y funcional en el cassette de genes receptor IL1/T],
IkB/Cactus y NFkB/Rel/Dorsal, sugiere que el mismo se ha conservado evolutivamente
(Wasserman, 1993) (Lemaitre et al, 1996)

En D. melanogaster la secuencia proteica de Toll muestra que se trata de una proteina
integral de membrana con un dominio citoplasmatico relacionado con las proteinas IL-1r
(receptor de interleugina 1), un dominio PEST, las N y C-box y un gran dominio

extracelular que contiene al menos 15 repeticiones de 24 aminoacidos ricos en Leucina

En general entre dipteros esta secuencia se encuentra bien conservada (Maxton-
Kuchenmeinster et. al., 1999), entre los insectos de banda germinal corta toll s6lo se ha
estudiado hasta ahora en T. castaneum donde el dominio C-terminal esta ausente y la
proteina termina poco después del receptor de interleuquina 1. En R. prolixus el dominio
TIR se encuentra altamente conservado y pese a que el dominio extracelular no se
encuentra tan conservado contiene al menos 19 sitios ricos en leucina similar a lo

observado en D. melanogaster y al igual que en T. castaneum se ha observado, en las

52



secuencias obtenidas in silico y por PCR la ausencia del dominio C-terminal (C-box),
terminando la proteina poco después del dominio TIR.

Se supone que el dominio C-terminal conservado en dipteros es una caracteristica
derivada de la funcién de toll en los insectos de banda germinal larga. La regiéon PEST
media la degradacién de proteinas mediante la 26S proteosoma, afectando la vida media
de las proteinas. Como el desarrollo temprano, incluyendo la formacioén del blastodermo
es prolongado tanto en T. castaneum como R. prolixus, comparado con D. melanogaster, se
podria especular que los dominios PEST conservados servirian para prevenir la actividad
prolongada de toll en los insectos de banda germinal larga, mientras que podria ser
requerida para los insectos de banda germinal corta en su desarrollo (Maxton-
Kuchenmeinster et al 1999).

La secuencia completa del gen toll de R. prolixus se encuentra en el supercontig
17925.24, de 53991pb (Fig.17).

A partir de las trazas del genoma de R. prolixus se encontrd inicialmente una
secuencia parcial del gen toll como se describi6 previamente. Se desarrollaron primers
especificos para la misma, obteniéndose la secuencia parcial que corresponde al dominio
TIR de la proteina Toll GQ919045.1, la misma se comparé con secuencias ortologas (Fig.

18). A partir de la misma se desarrollaron sondas de hibridacidn in situ y para ARNi
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Toll

. Dominio i o i
Dominio Extracelular ., Intermembrana, , Dominio Citoplasmatico

12041

12111

12181

12251

12321

12391

12461

12531

12601

12671

12741

/\ /\ /N N\ ~ IS
1999bp 423bp 83bp 631bp 367bp 600bp

TCCTTCCCTTCACTCCTGCTTTTGCTAAGATTACTTTAAATCTAGGATATGGATGGCCGATATCTAAACT
AGTTCATGTTTTGTTCGCTTTTAGATTGTATCAACCTTTCTTTGAGAGTGAGGATCAATACTATTTCTCA
AAATTATTATTGTTTTTCACACTATTTTTCCTAATCAGGGAGGAACTATAGCAATTCAATACATGATTTC

TTGTTTTTTTTCAAAGCTTTACGTTAATTTAGACTATTCTGATATCTTTCGTTGAAATCTATATTTGTAA
CCAATGCTGGTAAAGTTATAAAAAGCAGGCATAGTCATTTGTAAAGCATTCATTAAACCAACCATCGAGC
AAAGCAATGGCCAAGGTCGTTGCAAGACAATGAAAACAAAAGATGCAATTAAAAAAAAAGCAGCAAATTT
TCAGTGAGAATATAGTTTAAAAACGAATTTTAAAAGATAAACAATAACAATAAACCGTGAACATTCAAAC
AAAACCACGGTCAAAATTCTCCAAAAGTTGGAATTTACAAATTTAAATACAAAATTAACTGCGTTTATTG
TAACAAAATTATTGAATGCGAAACAGGCTTACCAATTTCTGCCAATGTAAATAGCATTTCTCTAAAACAA
GACTCCCACGTTTCAGACTGTATTCCAGAAAGATGCAAAAAAAAATAGAACAGTTTGGCATTGGCTAACT
TTATCACTTGGGAAGTGTAGCTAAAAATTGGATTCTTAAATGATAATAAAAATAATAATAAGAAGTAGCA
ACCGATGAATTTGACTTTGAACATGTTTTTAATATTCTTAACTCTCCTTGAAAAAGTATCCAAGAAATAG
CAACGTTTTAGAAAGGGATCCCTGAATGAAGGAGATGACTTTTAAACTTTCTAGTATCACTTCTGTTTCG
TACCTACAGAAATAGTGAAATATTCACTAGATTTAAATTACAGAATTAAATAAATAATTTAAAAATTATG
CCTAAGTGAGGCGCCACGATAGCCATAGCCGAACGGTTAGAGGCGAGACCTGCAAAGCTAATATGTATTG

M Y C
TGGTACTGGGTTCGACTCCCGGTCTTTAGGCCTTGGATTTTATTTAATGGTTAATAAAAGAAATTTACAG

G T GF D SRS L GUL G F Y L M

TAAAGTGTGTTTGCTAGTCGCCTCCGTCCACGACACCTAATTGGTAGTTGGACGTTAAGCCCCGACTGAA
AAAATAGGCAATTACTTCACTTTACTTTTTATTATGCCTAAGTGAGGCGCCACGATAGCCGAACGGTTAG

CAAAAAATTTCTTCTCATTATGCTGAATTAAGGCTTCTTAATAACAATATTGCGAATAACAAAACCTTCT
TCTTCCATTAACTCAATAATTAATCTTAAAACTCTGCATTCTCTAATAAAACTTCTCATTTAAATGATTT
TGTCACATGATTTATATTTTTTACATTTTTATGTTTCAGATGAAGTGGGTAATATTAGTGTTCCTCAGCG
M K W V Y L V F L S
CACTACCTAATAAGCTGTTAGCTGAATTTAATTGCCAATATTCCGAAAACTGTACATGCTCGAATGGTGT
AL PNIKWLULAEUIFNT COQYSENT CTT CSNGV
ACGTGGTGATTACGAATTAATGTGTCCAAAAGGAATTGAATCCCCAAAATTACTCGCTCAAATTATGCCA
R 66 DY ELMCZPIKSGI ESPKLLAQI MP
GAAAAATTTGTACAAATACAATGTTCAGATACGAACAAATGGGAAGTATTAAATTCATTATATGGTATTG
E K FVQI QCSDTNIKWEVLNZSLY G I
AAGTTGGCCCAGTTTCATCATTTATCATTAGATATTGTCCATTACCAACGGTATCATTTAAAGAATTGTT
E V GGPV S S F1 I RYCPLPTV S FKE L L
AAACAATCTTAAAATACCAACAATTAAAGCATTAGGTGTGTCCACTCTAGTAAATTCAAGCAATGGACTG
NNLIKY P TI1 KAL GV S TLVNSSNGIL
ACTAGAAAACATTTAGAAGGATTGAAAGATATTACAAAGTTAAATCTGAATACAAATTCTTTACGAGAAT
T R KHULEGUL KD 1 TKULNILNTNSILRE
TGCCTGAAGATCTATTTCATGATACAACCAATATAACTTGGTTAGATCTTAAAAATAATCATTTGACATT
L PEDLFHDTTNITWILUIDILIKNNWHILTL
ACCAAAGAACATTTTCCGATATACGCCTAAACTTGATGTACTGGAACTAGGCAGTAATAACTTGAGTTAT
P K NI FRYTW®PIKLDVILELGSNNILSY
CTTGAGCCAGGAATATTTAAGAATCTAACAAAATTAAGATTATTGAACTTGTGGGGTAATAGATTGAGAA
L EP GI F KNWLTIKILIRILLNILWGNIRILR
ATCTTTCACGAGCACTATTTACTGACGTACCAAATCTAGAGAATTTGGATATTAATTCAAATGGGCTAAC
N L S RALFTIDWVZPNILENLUDINSNGILT
TAGTTTACCACCAGATATATTCGCTGATCTTACAAAATTAAAAATAATCAACTTATCAACAAATAATTTC
S L PP DI FADULTI KILIKIT I NL STNNF
ACATCATTACCGCAAGGATTATTTTTAAGCAATCCAAATTTAGAATCAGTTTTGATCAACAATAATCGTA
T s LPQGLFL SMPNLESVLYNNNTR
TAGATTTGCCATCACTTCCGGCAGGTTTTCTAGCAAACATGACTCAATTACAAAAAATTTCTATTCTAAA
I b L P SLPAGFULANMMTOQULQ K I S 1 L N
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12811
12881
12951
13021
13091
13161
13231
13301
13371
13441
13511
13581
13651
13721
13791
13861

13931
14001

14071

14141

14211

14281
14351
14421
14491
14561
14631
14701
14771
14841
14911
14981

15051
15121
15191
15261
15331
15401
15471

15541
15611

TTGTAATCTGCTAATTCTAACTGAAGACTTCATCGCTGGAAGTACGTCGCTTATTAATCTAACTCTGGAG
c NLL 1T L TEDU FI AGSTSLI1I NLTL E
AAAAATCTATTAGTAACTTTGCCCAAGGATTTCTTCAAAGATAATACTAAATTGGAAAATATTAATTTGA
K N L L v TLPKWDFFKDNTIKILENTINIL
GCAGAAATAAAATTACTTCCTTGCCGGACGGGCTTTTCCAGACAACGACTCAGCTGAAGATTCTCAATTT
S R NK 1 TSLPDGLFQTTTOQLK 1 L NL
GGCTAGAAATGCACTTACGACATTAACAGACTAAGTATAATTCGTAAGAACTAATAGAATAGAAGCAATA

AR N AL T T L TD
ATAGATAAGTAATTCTTTCTTTTAATGTTAATTTAAATAATTTCAATTATATAATATACGATACAAACAC
AGAATTATTGTTTTACATTTAGTTAAAATTACAAGTTTTCGCGAAATATTTCTGAACAGAGGATAACTTT
AGAAGAAGAGCTACTTTTTATATGAGCTAAACATTTTCTACATGATTTTACTTTTAATTTGTTTTCATAA
TTTATGTTTACAAATAAAAAAAAGAAGTATTAAAATATAAATATATTAAGACACGCATGGTTTTTAATAT
TGTATATTTTGAATGAAATTTACGCATGAAGTCCCCAGACACTGTTCGATAACCACCGGGTAGGTTATTA
ATTACCTTTATGGGATAGGCCCAGGAAAAAAAAAGAAACACGAAACCAAAATTAAATGCTGAATTCTATC
CGAAACCTTCAAAAAAAATATGGCTCTCAATTTAAATATAGGCTAAGTGCATGAATTAAAATAAATTTTA
TTAATTTTCATTTTTCTTTATTTTTTTAGAAAAATTTTCAGCTCTTTGAATAACTTGGAAGTTTTAGACC

S L NNLEV LD
TATCACGCAATAGCATCAAAAATATCAATAGTTATACATTTTTAAAAACAAACAAACTTAAAACAATCAA
L SRNSI KNI NUSYTFULIKTNI KILIKT 1 N
TTTGTCTAACAACAAGATCAAAGATTTGCAAGTAAACTATCCAGGACTGGATCCTCCACAATCCATTCTT

L S NNKI KDLQVNYPGLDWPPQS I L

AAAGACTGTTCAGAAAATTTGGAAGCTCTTTATCTAAGTCATAATAACATATCACAAATATATCAAGACT
K bc¢ S ENULEALYULSHNNISOQTII Y QD
GGATTATATTAATGTCACGTTTACAAATACTTGATCTCAGTTACAACAATCTACCAAATCTATCGGTAAG
w11 L M S RL Q1 L DL SY NNULPNIL S
TATGATTGATTTATACCAGAAAAATGTTTGTTTTTCAAAATTTCGTTATTCATTGCTTTTTTTTTTTCTT
TTCTTCTTTCAGTACGCATCTCTAGCTTCCGTAACAGCACGTAAACTAACAATGGATTTAAGTTACAATA
Y ASLASVTARIKILTMMDIL S 1 N
AAATCGACCGGATAGATTTTGATATTGCTGAAGATTTGGCAAGATATAAATTTGGAGTAAATGATACAAT
K 1 bR I DF D11 A EDULARYI K FSGVNUDTI
AAATGAATTCGATATTGGTGTAAGAGTAGTCCTAAAAGGCAATCCATTGGTTTGCGATTGTAGATCATAT

NEF DI GVRVV L KGNWPLV CDT CRSY

GACCTGGTGAATTATTTTAGAGATCAATTCGCTCCACAGGTATTGTAATATTCATTACAAAATAATTTAT
DLV NY FRDQFAWPQ

AATTTCCGATTTTGACTTTACTATGGAAGTGCATGTCTTGAGGTCCTTGATTGAAAGAATTTTCGAGTAC
TTTATTTTTTAATTATTGCAGTCTTTTCCTGCTCCATCCAGATTCTTTCAAATTTGGATGAACAATAAAT
TTAAATAAATCAACTAACTGCTTATATTATAATTTTACCAAGAAAGACGTTTGTTTAAGAGCTTGAGCCA
AAGTGGGCAAGTCCTTTCTTTTATGTAGTTTTATACTGCTATGTCACGCCCACTAATTTTCCTCTAGAAT
AAGGAGATTCAACAATACGGCTAGATTGATTATCAGAGCAGAAGGAAGGTAGTGGGTAACACAAAGGCAG
TAAAAAGAGAAAATGAATTTAAAATAATCAAATAAATTGGGCGTTACCTAATTTATTTATAGGTACAAAT
CAAAATATTCAACTAAAAAGAAACAAAAAACACTATCGTTCTCCTGATTTTCTTACTATAGTAAATAGTG
TAGTAATTATGCCCAATACAAAGTGAAGAAAAACAAATATTAGGATCAGCAAATCTAGAAACGATTGGGA
ATAAAAGAAATGTAATTGGGTAATGGAGCTGTTGATCTTCACTTCAAAGGCAATAAATATTAGAAAAAAA
TCTTTACTCTAAGATTTAAGTAATCATTTTACAGAACTATAGACTTATGAGGAAATATATCAAAATTAAA
AAACAATGATTAATTTTTTTTTTTAATTTCAGGTGAAATCAGTAGTAAGATTTGATGGTACAGAATTAAA

vV K SV V RFDGTE L N
TTGCGCTGGTGATAATGAAATGAAAGGTACACTAGTTGTAACGCTAGATCCAAAATTACTTACATGCGAA

Cc AGDNEMIKSGTULV V TLDUPIKIULLTCE

GAGAAACAATGCCCGCACAATTGTACATGCTACTATAGACCACACGATGATGCTTTAATTGTGGATTGTT
EKQCPWHNTCTT CYYRWPMHTDT DA ATLT1 VDSC
TTGAAAGAGGATTTGAAAGCTTACCGTTATACATGCCTAGCAATGTTAATAGAACGAAACATTATGACCA
F ERGFESLPLYMPSNWVNIRTKHY DH
TATTGAGTTAGATATTAGTCATAACAAATTGGAAGTAATCCCATCTAAACTTGGGCCAAATTATGATATG

I E L DI S HNIKILEWVI1IPSKILGPNYDWM

GTGACCAAGATAGATCTATCTAATAACAATATCAGAAAGCTTAGTTTAGGATCTTTCTCCAAAAATTTAA
vV T K 1 DL SNNNIRIKILSLGSF S KNL
CGGTATGTATTCTATTAAAATAGTTATCCTATTATTATTATTATTATTATTATTTTATAATGCAGAAACT
T
AATTTTTCTTTATTATACTTATATTTACCACTTAATATTTCCTTTCTACTACTTATTCTTAATTACGAAT
GTGGGCTTCTTCTGCAAGAAGAAAACCCCAGGTTGTTTTTTTCGTGTAAAACGTTTTTATCTTCAACAAC
TTTTCATTAGTTAACCCAATTATTTTTCCAATTTTATGTAGCTTTTAAAATACCGACAGAATTCGGCCAT
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15681 TAAAAATCAAGTGATTGAATGAACTTGAAAATAAAGCACATTATAATCAATATTTTAAGAATTACGAATA
15751 AGCGTAGCTAAACAATTTTAAATAGTAAAATTATATTTTTATATCTTATAATTATTATTTAAAAAATTTG
15821 TATTTACTTTTTAAGGATTTAAATCTGGACAACAATAACATGACAATTATGGATACAGCTGCCATAAATA
D LNLDNNWNWMPIMDTAATILIN
15891 TGTTGAAAAATTTTACTCGTCTTGAAAATCTAACATTGACGAATAATCCTTGGAATTGTGATTGCGAAGC
M L K NFTRWLENILTULTNNWPMWNT CTDTCE A
15961 CAAAAGTTTCATTAATTTTCTTTCAAAAATCTTAAAACAGGTATTTGTTATTGTTTAATTTCAATTATAA
K S F I N F L S K I L K Q
16031 ACATAAAGTTTGGTAATGTTTTACTTGACGTATTAAGGAAAAGTATTAAAGCGTAGATTGATTTTCAGTA
16101 AAATAAAATAATGGATCTCATGTACCAAAGATCTTACATTAATTGATTTAAAAAATGCAGAAAAAGAAAA
16521 ATAAGTTCAATGAAATATTCATTTCCACAAGAAGACTTATATGTTGTTAAGCTTTAAAATTTTTCTATAT
16591 TTATTGCTGAACTTTGCTATAAACAAAAATAATACTTGCTTAATAATCCGTAAATATAATATTGTTGCAG
16661 GTAACAAATTATAACAATTTAACCTGTAAAACTGGAGAACCATTAATAACAAAAGTGAACAATGTATGTC
vV T N Y NNULTT CIKTGEWPUL1 TIKVNNVC
16731 CGACTGCATCTGATTATATTGGCATAGTGAGCATTGTACTTGGTGTATCTGGATTATTAATTGGATTGAT
p T ASDY 11 GI1 VSI1I VL GV S G LL 1T G L I
16801 TGCAACAGCCTATTATCGATATCAGCGAGAGATTAAAGTATGGTTATATGCGCATAGAATGTGTTTATGG
AAT A Y Y RY QREIT1I K VWILYAHRMTECTLW
16871 TTTGTCACTGAAGAAGAACTGGATAAGGATAAACAATACGATGCATTTGTCAGCTATTCATCGCAGGATG
F v T EEE ELDI KD KQYDAFVS Y S S QD
16941 AGAATTTTGTTGTAGACAAATTAGTTCCTGGTTTGGAGAATGGTCCGACAAAATATAAATTATGTTTACA
E NFVVDKLVPGLENSGWPTIKY KULCLH
17011 CTATAGAGATTGGATAGTTGGCGATTTTATACCAAATCAAATTGCACGTAGTGTTGAAGAATCTAGAAGA
Y R DW 1 V 6D F 1 PNOQI AR SV EE SRR
17081 ACGATTGTTGTATTGTCGCCAAACTTTTTGGAGAGTGTGTGGGGCCGGATGGAGTTTCGAGCCGCTCATT
T 1 vVvVvL SPNUZFLESVWSGRMETFIRAAH
17151 CACAGGCGCTTAGCGAAGGAAGAGCCAGAGTCATTGTTATATTGTACGGTGATATAGGACCAACTGAGAA
S QAL S EGRARVYV I VI LYGDI GP TEN
17221 TCTTGACCCGGAGCTGAAAGCTTATCTTTCAATGAATACCTATGTGAAATGGGGTGATCCATGGTTTTGG
L bpP ELKAYLSMMNTYV KWSGDPWF W
17291 GATAAATTAAGATATGCCTTGCCACATCCTACGGAATTATCCAAAGGAATTCCATTAATCTCACACCCAA
b K L RI AL PHPTIEWLSI K GTI PL 1T S HP
17361 AACGAAATAGCCACAATGAAAAACTGATTAATGTGACTAATTCTATAATAAATACATCCTTGACGACACC
K R NS HNEI KL I NV TNZS 1T I NTSLTTP
17431 ACCAGCAGATTCGAAAATCGTTGATAATATAATTATTGATACAAAACAAACGTAATTTATTTTAGAATGT
P ADS K 1TV DNTIT 1T I DT K Q TSTOP
17501 CTTAAGAACATTATGAAAGCTTTTTTAAATTAAAATTGTGTACAAAGTCATTCGATTTTTATGTTATAAA

53691 TTTAGATGAATACAATTTTTTAGTACCTTATTGACTTACTCGTCATAAAGTT

Fig 17. Subrayado se encuentran indicadas las regiones de la proteina ricas en leucina caracteristicas del
dominio extracelular de la proteina y sombreado (celeste en el esquema) el dominio TIR caracteristico de la
porcion intracelular de la proteina. En negrita, el posible TATA, la linea de puntos representa la abreviacién

del intrén. Las puntas de flecha en el esquema indican la posicién aproximada del intrén y su tamafio.
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Fig.18. Casillas negras: regiones idénticas/Casillas grises: regiones similares. Dm Drosophila melanogaster,
Tc Tribolium castaneum, Nv Nasonia vitripenis, Rp Rhodnius prolixus
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2.3. Decapentaplegic

decapentaplegic (dpp) codifica una proteina ortéloga de las BMP2 y BMP4 (Bone
Morphogenetic Proteins) de vertebrados (Padgett et al, 1987) y es miembro de la
superfamilia TGF-f3 (factor de crecimiento transformante f3). Los miembros de esta familia
son proteinas multifuncionales de sefializacion entre células jugando un papel crucial en el
mantenimiento de la homeostasis de los tejidos y el desarrollo de animales multicelulares.
Todas las proteinas miembros de ésta familia se originan como precursores mas largos
que son clivados para activarse quedando en unos 110 aminoacidos y se encuentran
activos en forma de dimeros (Piek et al, 1999; Gelbart, 1989).

A pesar de la gran variedad de roles biolégicos que cumplen estas proteinas los
componentes de ésta via de sefializacion se han conservado sobre grandes distancias
evolutivas y poseen una serie de estructuras comunes (Kingsley, 1994). Son secretadas
como polipéptidos y comparten cierto grado de de similitud de secuencia en el dominio
maduro. La caracteristica de ésta familia es una serie de siete residuos de cisteinas
completamente conservadas en el extremo C-terminal del dominio maduro. Esta
caracteristica ademas se encuentra conservada entre varios Phyla (Sanchez-Salazar et al,
1996) y en particular para dpp un intréon cuyos limites se encuentran altamente
conservados. Dentro de éste intréon del prodominio se encuentra una regiéon conservada
que contiene varios elementos silenciadores a los que se une el Factor de Transcripcion
Dorsal para reprimir la expresion de dpp durante la embriogénesis temprana (Newfeld y
Gelbart 1995).

Dpp se comporta como un morfégeno, es decir que difunde desde una fuente en la
cual se encuentra de manera concentrada y declina en un continuo, controlando el
comportamiento de las células en funcién de su distancia con la fuente (Affolter y Basler,
2007; Kicheva et al 2008) y participa en gran cantidad de procesos del desarrollo de D.
melanogaster como el patronamiento D-V del embrién, venacion del ala, patronamiento de
los discos imaginales, crecimiento del ala y halterio, morfogénesis de la pata, desarrollo
del ojo, patronamiento del corion, remodelamiento del citoesqueleto en las células del
disco imaginal del ala y células foliculares, desarrollo de células neurosecretoras en el

cerebro, mantenimiento de lineas celulares maternas y formacion de tumores neoplasicos
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(Van der Zee et al, 2008; Rusch y Levine 1997; Bienz 1994; Massague et al 1994;Rusch y
Levine 1996).

En D. melanogaster el dominio maduro de dpp posee tres regiones bien definidas
cada una de las cuales cumple una funciéon durante el desarrollo embrionario: dppdisk
cumple funciones de patronamiento en los discos imaginales, dppshv controla la venacion
del ala y su pérdida de funcién provoca la letalidad de la larva y dppin (regién haplo-letal,
Haplo-Insufficiency near dpp) necesaria tempranamente en el desarrollo embrionario para
la formacion de tejido epidermal dorsal y cuya pérdida de funcién provoca la
ventralizacion del embrion.

A continuacién se muestra la secuencia completa de dpp encontrada in silico con las

caracteristicas tipicas de la familia resaltadas. El gen completo se encuentra dentro del
contig 17667.8, de 12951pb. (Fig. 19)
A partir de la trazas del genoma de R. prolixus se consigui6 identificar un homélogo de Dm-
dpp que contiene las 7 cisteinas caracteristicas de la familia TGF-f3, lamentablemente por
PCR so6lo se pudo obtener un pequeio fragmento de éste que contiene 3 de las 7 cisteinas
caracteristicas (GU906792.1). Esta secuencia parcial ha mostrado estar altamente
conservada como puede observarse en la figura 20 comparada con ortélogos de otras
especies. El fragmento de Rp-dpp obtenido corresponde al extremo C-terminal de la
proteina. Dado que esta region es la que dimeriza para formar el producto secretado
maduro es esperable que se encuentre altamente conservado dentro de la familia de
proteinas y entre distintos insectos. En contraposicion el extremo N-terminal se encuentra
poco conservado entre los miembros de la familia.

Este fragmento obtenido por PCR fue el que se utilizé para el desarrollo de sondas

para hibridacién in situ y ARNi (ver materiales y métodos)
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TTTTAGAGCTATTGCCTGCCAGCAATTTGATACAATTCAAGCAATTAAGATTCTCCTTAACTTAGGAAGA
ATTTTGGACTATCTAATCACAGACTTTATGTACAAAAAAGCCGTCATTTCAAATGATTTAAACAATATTT

ATTTTTTGTTTTCCAATTGGCCTGAAGCTACGTTTAAAAACTTTTTTGGGCATTTTTGTATTTTTGCCTT
CATACACCTTTTCCATAACGTCCCAACTACCAAATTAGGTGTGAATAGAGGTGTCTAGCCTCTAGCGAAT
ATATTTTACTTTAAATACTCGTATTAACCATTAAATAAAATCCAATGTTTAGACCGGGAATCGAACCCAA
GTAGTACCTCAATACTTCTAAGCTTTGCGGGCCTCGATTACCGTGGCGGCCTTTTGGATAACATCAAAGT
GTAGTTTGTGTACTTATCCATAATCCACAATTTTTTCTTGTTATTGTGATTGTTTTTCGACAAAATTGTG
ACTACTTCTTTTTTGCCCTGTGAACTAATTAACGAGGTTCCCTCAAGAGGTCACCAGACTCCAGTAATAA
GAATTTCTTCGAAATTCTCTCCCGTTAATCTTTACAACAAACTTGGCATGCACTGTTCTCTCTGATGAAA
CCTACTCCAACTCAAAATTGGAATTCAAAAATTGCCGATATTGCGGTTGTTTGATTCAATGCCAGTAATG
GTATAAGTTCAATTCATCCACGATTGGCTGAATGTTCTAAAAACAAAAATAATGTTGAACGAAACAAGTT
ACACTTTCTATTAGAAATGAAGAAGCTGAATTAATGAGGGAGAATTTTTGCTGAAACTTCTCCGCATAAC
GTGATTTTATCTTTTGCGTTTTCTGGTCATTGCAACCTCAGCTAACAGTAGTTAACTCTAATTTTTGTTT
TCACTTATTGTATTAAATATTTTCATTGCTTGAAATCTCCCAAAATTGGAATTATTAATCATTGTTGTTT
GTTTGTACAGGAGTGTGATCGACGACCATGGTGTGGCTGGTGATGGTGATCTGGAGTGTTGCAGTGTTGC
M VWLVMVY I WSV AUVL
AGCAGGCTGAAGGAGATCGTAAAGCTGTTGAAACAGGATTGCTAAGAATGCTCGGATTGGAGAAAAGGCC
Q QA EGDR RTIKAVETG GTLTLRMLTGTLTETKT RSTP
TAGGGCAGTGCCTTCGTTAACCGTACCTGAAGATATGTTACAATTATATAAACAACAGACAGGTCTTGAT
R AVPSLTVPETDMLTEOQLYZ KT QQTGTLD
TTAGATACTCCTTTTCTGCCTCTTCCTGGCAGGATGACGAGATCAGCAAATACTGTTAGACGGTTTACCC
LDTPFLPLPGRMTRSANTVR RRET

ACTCAGGTAAAAAATACAGAAGTGTATTATTAAACATTTATTTCCGATGTTATTGTTTTTTTCTTCTCTT
H S

ACTGTGTGTCTGATTAAAATTGCAGGAAGTTGAATTTGGTTGAATAGGAATGTCAAAATAGAGTTTTCGT
CACAATGGGTCAACCACTATAGAATCGTTTTTTCGGTTTATTAAGATTACCCCAATAACTGTTTTAACGA

TAAACTGGCCAAATTGGGAGCATTGCATCCATCCCCAATACAACTGTTGGCCTGTCTTTTGACACAGTTT
GTATAAATCTGGTTTCCAGGCGTGGACAGCCTCGCAATCGTGGATTTTCGTCATATAAGAGCTTGGGCTG
G VDSLAILIVDTFRHTIRAWA
GTGCCGTTTCATGCTTAAAAGGTTGCTTTCTGGGATCGCCAAGAGAAACTTTGGATAATTGTAGGTCTTC
G AV SCLIKGT CTFLGSPRTETTLTDNSTC
GCTCCTCACTGACTACTAGTATTTCATTTCCCCTGATTTAGCACCAAAAGTAGGTTGTTATGACAATGTC
TATGAGGAGAAAAATTGGAACTGAAGTAGAAACCAATTAAAATTACCTCGCTATGATAAAATACCAAAAT
TTTAGAACAATGTTGAAAAAATCGTGAAGAGAAAGACGTTTGAATGATTCGCATAAAATTTTTCCAACAG
TTGAAATAAATCAGCGTAAATAAATTTTAATAATTTGCATTAAATTGAATGACGGTTTAACCTTGTTTCG
TCATGACTCTGATTTAATTTAAATATTTAAATTAAAATCAAACTTTTCCAGAATTTTTAAATGCAAGGCC
AAGTAGAAGTAGATACAATTGGAAGTAGATATTACTTAGACTATATAAGAGTGACTGTTTTTTCTTATGG
AACTTGGTTTTTATGTTACAGGTAAAGGAGACGATAGGAGAAAACAACGAAACGATAGGTTCAGATTATT
K 6 DDRRIEKU OQRNUDT RTETRTLF
TTTCAACGTATCAGAAGTACCGAAAAATGAGAAAGTAACAGCAGCCGAATTAAAATTAACGGTATTAGGA
FNVSEVZPI KNTETKVTAAETLTZKTLTVLG
GGTGAATTCGCTCAAAGAGTTTTAGTGCATGATATTGTGAGGCCTGGCGTAAAAGGAAAAAGGCCGCCAT
G EFAQRVLVUHDTIVZ RTPGVIKTEGT KT RTPTFP
TGTTAAGGTTGCTTGATTCATCGAAAATTTCAAGAAAAGAAGGCGGTGCAGTAACTTTGGATGTACTACC
LLRLLTDTSSTZ KTISRTIKTETGSGAVTTLTDVTLTEP
AGCCGCAGAAAGATGGGCACTACATCCGAAACAAAATCACGGTCTACTAATTGAAGTGACCACGAAGAAA
AAERWATLU HTPI KO OQQNHGLTLTIEVTTZKK
GGTGCAAGACCTCAAAAACCAAGTAAATTACGTATTAAACGTGATTTAAATGGCCATTCATTATTATTAT
G ARPO QI KT PSIEKTLT RTIIKR RTDTLNGHSTLTLL
ACTTAGACGATGGTAAAATTCGCCAACCGAATTTAGAACAAATCTTATCTAGAACAAAACGTGCACAATC
Y LDDGI KTIEIROQPNTLTET OQTILSR RTI KT RA AT QS
GTCGAAAAAACAGCGCAGAAAGGATGGACGAGATATTTGTAGAAGGCACGCTTTATATGTGGATTTTAAA
S KK QRU RIKUDTGR RTDTICRR RHALYVDF K

10011 GATGTTGGATGGGATGATTGGATAGTAGCGCCTCCTGGATATGACGCTTACTATTGCTATGGTGATTGCC

bV GWwWDTDWTI VAPUPGYDA AYYCY G DC

10081 CATTTCCATTGGCCGATCATCTAAATTCCACAAACCATGCTGTGGTGCAAACGTTAGTACACTCTGTCAA

P F PLADMHTLNSTNMHAYVYV QTULVHS VN

3’
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TCCAAGCGTTGTACCTAAAGCATGTTGTGTACCTACCCAATTGTCTTCAATATCGATGTTATATGTTGAC
P SVVPKACTCVZPTOQL S S 1T SMLY VD
GATGAGAACATAGTTTTGAAGAACTATCAAGATATGGTGGTAGAAGGATGTGGCTGTAGATGAAACCTCT

DENIT VL KNYQDMVV EGC G C Rstop
CCATCTTTTATCTGAAAACAAACAAAAATAATTCTATGCCTACTTTTTTATTTTTCTTGAATATTGTGAT
ATTGTAAAGTGAATAGTCTTTATGTGCTTGTAAATAGATTGTTGTATATTGTAAATAAATTGCGTTAAAT
TTAAGTAATAAAATAAATTTTTAACGGGTTAAATGAAAGAACCCATACAGTCATAGTATTAATTTCTTAT
AGTTTATTAAGCAACGCGAACGATAAATAAATATAATTTGTTAAAGAGGGCATATACAACTTTGTAATTC
CAAAACATTTATTTGGCACAAAAACTTAAACATCTTGATAAAAAGATATTATTTAAAAAGCTACTTAAAT
ATTCAGTAGTGGAGAAATTCCAAGGAGAAGTTTTATGGAGCGCTGCCATCTGGTTAGGTGTGTATTCCAC

CAAACCAAAAATAAAAGACACATCTTTA

Fig. 19. La simple linea de puntos constituye abreviacién del intrén, en negrita se indica el posible TATA. En

rojo y subrayado se indica el consenso en las secuencias nucleotidicas de GT y AG en los extremos 5y 3"del

intron conservado en todas las secuencias ortélogas, sombreado (amarillo en el esquema) se indica el

dominio TGF-B2 que lo caracteriza como miembro de la familia TGF-f, sobre la misma se encuentran

indicadas en verde las siete cisteinas altamente conservadas y caracteristicas de la proteina. Las puntas de

flecha en el esquema indican posicién aproximada del intrén y su tamafio.
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Fig.20. Casillas negras: regiones idénticas/Casillas grises: regiones similares. En rojo se resaltaron las siete

cisteinas caracteristicas de la proteina. Dm Drosophila melanogaster, Tc Tribolium castaneum, Gb Grillus
bimaculatus, Rp Rhodnius prolixus
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2.4. Twist

En D. melanogaster es un factor de transcripcién activado por dorsal, y es el primer
gen zigotico de la cascada dorsoventral.

Twist es un factor de transcripcion de tipo hélice-loop-hélice basico (bHLH), como
dijimos antes se expresa zigéticamente y es un regulador clave en la formacién del
mesodermo y también se expresa en los polos anterior y posterior del embrién temprano
(Simpson et al, 1983; Niislein-Volhard et al, 1984; Thisse, 1988; Leptin et al, 1991; Pan et
al, 1991). La expresion de twist es absolutamente necesaria para la gastrulacion y la
diferenciacion celular activando o reprimiendo genes que se encuentran corriente abajo a
nivel transcipcional. Esta habilidad de twist para comportarse como represor o como
enhancer segun el contexto tendria que ver con el hecho de que twist tiene el potencial
para formar homodimeros (que se ha visto estd involucrado en activacion en D.
melanogaster) y heterodimeros (involucrado en represién transcripcional) (Sandmann et
al, 2007).

En D. melanogaster Twist es una proteina nuclear de unos 490 aminodacidos. La
secuencia nucleotidica posee un unico intrén de unos 120 pb en el extremo 3’, mientras
que en el extremo 5’se observan repeticiones de nucle6tidos CAX, también denominadas
OPA boxes que codifican para los aminoacidos Gln/His, Asn/Ser, Thr, Gln; las cuales se han
hallado también en otros genes de D. melanogaster como notch, dorsal, antennapedia,
deformed y engrailed (Thisse, 1988).

Twist se encuentra presente desde las medusas (Podocoryne sp, Spring et al, 2000),
ascidias (Ciona intestinalis, Harfe et al, 1998) y vertebrados (Xenopus laevis, Hopwood et
al, 1989 y Mus musculus, Gitelman et al, 1997), sin embargo estudios en la expresion y
pérdida de funcién indican que todas las proteinas Twist identificadas se encuentran
envueltas en al menos alglin aspecto de la diferenciacion del mesodermo, pero ninguna
tiene funcién en la gastrulaciéon y determinacién del mesodermo comparable a lo
observado en D. melanogaster (Haendel et al, 2000).

A partir de la secuencia hallada in silico para R. prolixus podemos observar que la
proteina predicha es mucho mas corta que la proteina de D. melanogaster (206

aminodacidos), lo mismo se observa en las secuencias homoélogas de T. castaneum y
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vertebrados (Haendel, 2005), esto se deberia a la ausencia de las OPA boxes, las cuales
estarian implicadas en la activacion transcripcional. Estas OPA boxes aparentemente han
sido adquiridas especificamente por los dipteros mas evolucionados ya que se encuentran
ausentes en otros dipteros como A. gambiae (Holt et al, 2002) y en hymenopteros como A.
mellifera (Haendel et al 2005).

La secuencia para el gen twist de R. prolixus se encuentra codificada en el supercontig
18057.179, de 14561pb (Fig.21).

En la comparacién de Rp-twi con secuencias ortologas solo se hallo similitud de

secuencia significativa en el dominio bHLH en el extremo C-terminal (Fig. 22).
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Twist

5, 3,
/\ /\ /\
595bp 3872bp 4740bp

1 TTGGTATTGCTAGCAAACGGCTTCGAGGTTTGGATATTGTCAATAGTAGCAAGTAGGGAGAGTAAGATGG

71  AAGCTATTTTGTCATTCTCACGATGATGACTGAAGATGGTGTAGCTTACAATCAGCCTAAAAGTCCCGCT
M M T EDGVAYNG QPTZKTSFP A
141  CGCTATTGTTCCGTAAGTGGGAAAACCACACTCGTAGGCATTGCCATCAAGATCTTTATATCAAATTTCT
R Y C S
211  ACCAGATGATCCTGAGACCTATTTTTTTGTTTCCATTACTTGTTTACTGGTGCCGCGTAAATGTAGTTGT
281  AAATATTCAAATAAAGTTAAAAACAAAAAACGTTTCTTACAAAGATAACTAAAATTTATAAATATACTGA
351  CCCCAAAAATGTATAATTTATTTGTTAAAAGAACTAGGTTATTGGGCAATTTTCTACTTGGTTGGCCAAT
421  CAAATTTTATTGGTTTTGGACCGACTTTGGGCGAATTGGGCTCATTAGATTAAGAAATATATTCTGATTC
491  TTAGTGATTCTTAGAAGTTGCCGTTTCACTGCAGTAAGAGGCGTCACAGTCCATCACAGCGGAGGGGATG
561  GATGAACAGTAGTAGAAGTGGGTAATTTTAGGGCGGGGCGCAAGCACAACCTGGAGGGTAAGCCCCAAGG
631 CCCCCACACTAGGGTCAGTATAGTATTAGAGCCTGTAAGGTATTAGCCGCTTAAGATTTAATTTTTTATC
701  ATATTTTTACATTTTTTTTCTATATGTGACGAACGATAACAATGCAGTGCCGCCAGCAAAGAGTAGTCTA
C R QQURV VY
771  CGAGTATTACGGTTATGAAAATGTTAAACAGGAAGATGAACCAATGTCCACAGATGATATGGTGTTAAGA
EY Y GY ENVTI KT QETDTETPMSTODTUDMVLR
841  GTACCAGAACTAGTGCCTCTGTCGCAAAGACAGACGAACACTGGACAGCAGAGAGGAGCTGTTGGTTCTT
VPELVZPLSQRI OQTNTG G QOQRTGAVG S
911 GTGGTAGGCGGTCTGCATCAAAGAGGCGGCGGGCAAGTCAAGAAGATGTGAATGCCCAGCGATTAATGGC
C GRRSASEKRRRASOQEDVNAQRTLMA
981  TAATGTAAGAGAGCGCCAGCGAACTCAAAGTCTAAACGAAGCGTTTGCTTCTTTAAGAAAGATCGTACCT
NVRETRU OQRTU QS SLNTEATFASTLT RTEKTIVEP
1051 ACATTACCTTCGGACAAACTATCAAAGATACAAACACTGAGGTTGGCATCCAGATATATAGACTTCTTGT
TLPSDU KTLS ST KTIOQTLZ RLAST RYTIDTF.L
1121 ATAGGGTGTTGGAAGAGGCTGACATGGACCATGATCAAATGAATGGACACGAAGAAGATGATGATATGAG
YRV LETEADMDU HTDT G QMNTGHTETETDTDTDM
1191 TAAGTATTATTTATATTTATTGGTAATGAAATTTATGTTAATCAAAAATCTGTAGAAAGTTAAAGGTATA
1261 TACGGTATATAAAGGAATATTTTAGTTTCATAGAATAATAGTTGACAACTTATTGACTGCGATTGTGCAG
1331 ATTTTAGATCTAATTGAGTTTCCATGATTTGTGACATCCTGAGTCCAAAAACGTGGTATTTACTGTGTTG
4691 TAGGTGACGAAGTTAATTGGGGTTATTTTAGAGAAAAGAAAAACAACGTTTTAATACTCATTTGCTGCTT
4761 ACGGATATTAGGAGAAAGTGGCAAGCGTGATTAAAGTAAAGTATTCGCCTATTTTTTCAGGCGGGGCTTA
4831 ACGTCCAACTACCATTTAGGTGTCGTGGACGGAGGCGACTAGCAAACATACTTTACTATAAATTTCTTTT
4901 ATTAACCATTAAATAAAATCCAAGGTCTAGACCGGGAATCGAACCCAGCACCACAATACATATTAGCTTC
4971 GCAGGTCTCGTGATTATTTGCCCATTATAACGAATATTAAGTTTGAGCTTTAGCTATCTACACCTCGTAT
5041 TTGTTTTGTCTCGCCACACAAACCCATTTCGTGCGACGTGAACCTCAATCCATGTGAGTTCCTTAATTT
K P 1 SCDVNTLNP
5111 CCGTTTCCATCTAACATTCATCCTAATTCAACTAATTACTATTGCGACAATTCCTCCATTAGTAAGAAAA
5181 TAAGAAAGAAAAGTAAAATAACTGGTTTAATTAATATTAATTGTAAGCTTTGCGACATGTTTCCTAACCG
10711 GGTGCAGAGCACCATTATTAAACTAACATAAGTTTTTTTAGTATGACCGTAACAACAATTATTCAGTGAA
10781 TTTATTTGAAAATAAATAAAACTAATTACAAATTTTTGTGTTTTCTGTTTTATATAAATACATGGCTCAT
Y K Y M A H
10851 GAGAGGCTTAGTTATGCCTTTTCAGTGTGGAGAATGGAGGGTGATTTTGGAGTTCCAAGTGGACAGTGAC
ERLSYATFSVWARMETGTDTFGVZPSGQ *
10921 AATCAGAAAATTATTAAAATCTTTTATACTTGAAAATTTAAATTGTTTAACAAACAACGAGTTTATTCCA
14421 TGGATATTACAAATACAAAGAATACAAACAATTTAGAGAATCAGTAATATAAAGATAAATAAATAAAATA
14491 CAATAATGTTTTTATAATTATTGAAAACTTACGTGGCTATACGTGCTTTGTAACTCAACCAACCCGCATA
14561 GCC

Fig. 21. La simple linea de puntos corresponde a la abreviacion del intrén, sombreado (verde en el esquema)
se encuentra el dominio hélice-loop-hélice caracteristico de los factores de transcripcién y la inica porcién
que se encuentra altamente conservada entre los insectos, la simple linea de puntos corresponde a la

abreviacion del intrén. En el esquema las puntas de flecha ndica posicién aproximada del intréon y tamafio
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Fig. 22 Secuencia de Rp-Twi obtenida in silico y su comparacién con ortélogos de otros insectos (en negro
residuos conservados y en gris residuos similares. Sélo se observa una conservacion significativa en el
dominio hélice-loop-hélice. Dm D. melanogaster, Tc T. castaneum, Am A. melifera, Rp R. prolixus
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2.5. Zerkniilt

zerkniilt (zen) descripto inicialmente en D. melanogaster a partir de su fenotipo,
constituye el gen ortélogo de Hox 3 en insectos, se encuentra en el cluster antenapedia
entre los genes proboscipedia y deformed.

A diferencia de la mayoria de los genes del cluster Hox cuyo rol es el patronamiento
anteroposterior, el ortélogo en insectos del gen Hox 3 ha derivado y ha adquirido un rol en
la especificacion de tejidos extraembrionarios. Si bien no se sabe en qué momento ocurrié
este cambio los datos existentes sugieren que habria ocurrido luego que los clados
Hexapoda-Crustacea y Chelicerata-Myriapoda hubieran divergido (Falciani et al 1996).

zen codifica un factor de transcripcion homeobox y es blanco de los gradientes de
morfégenos tanto maternos como zigoéticos dorsoventrales.

En D. melanogaster durante los estadios mas tempranos del blastodermo el
gradiente de la proteina Dorsal reprime la expresién de zen en la mitad ventral del
embrién confinando su transcripcién al dominio dorsal. Durante la gastrulacién niveles
altos de Dpp en la linea media dorsal activan la transcripcién de zen en las células que
dardn origen a la amnioserosa, por lo que esta ultima estd restringida a un dominio
minimo en la linea media dorsal.

Se han hallado homdlogos de zen en T. castaneum, S. gregaria y O. fasciatus
(Falciani et al 1996; Van der Zee et al 2005 y Panfilio et al 2006). En T. castaneum existen
dos formas de Zen, 1y 2. Zen 1 se encuentra implicado en la especificacién temprana de la
serosa de posicion anterior y dorsal y en este caso estaria cumpliendo un rol de
patronamiento anteroposterior. En D. melanogaster Zen 1 derivaria en bicoid, un gen
materno que establece la polaridad anterior, mientras que Zen 2 mantiene su funcion
extraembrionaria y corresponde a Zen. Algo similar ocurre en S. gregaria, estas diferencias
con D. melanogaster tendrian que ver con el hecho que tanto T. castaneum como S.
gregaria poseen desarrollo embrionario de tipo banda germinal corta. En hemipteros
como es el caso de O. fasciatus el panorama es distinto ya que por medio de ensayos de
ARNi se ha observado que en ausencia de zen las membranas extraembrionarias amnion y
serosa se especifican normalmente pero falla la katatrepsis debido a que estas membranas

no se contaren para tirar del embrién sumergido en el vitelo, son “inertes”.
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Es decir, en D. melanogaster las membranas extraembrionarias constituyen un
porcentaje minimo del total del embridn, por ello la expresién de zen se encuentra tan
acotada y su funciéon fundamental seria la culminacién del cierre dorsal. En los insectos de
banda germinal corta o intermedia (T. castaneum, S. gregaria, O. fasciatus, entre los que se
ha estudiado a expresion de este gen) las membranas extraembrionarias constituyen un
gran porcentaje del embrién, tomando la expresion de este gen un rol mucho mas
importante.

La secuencia del gen se encuentra codificada en el supercontig 18033.98, cuyo
tamafio es de 30591pb (Fig. 23). La comparacidn de la secuencia hallada para R. prolixus
(275 aminoacidos) comparada con secuencias ortélogas muestra que fuera del
homeodominio no hay homologia significativa y tampoco se han encontrado otros

dominios estructurales (Fig. 24).
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Zerknult

5

19671

19741

19811

19881

] 3
/\
2083bp

TAATTTAACCCACATTAATAATTTTTTAAAAAAAATTTGTTCATATATTTTGCGACTGTAATCAATGTGC
AATAAGCAAAAGAGATGAGAGATAAGGAAATCGTGCAAATATACATACATATGTACACGCATGTTGCACT

TACTCATAGTAATGCTAAAACAAACTGTAGACTTTTTCCAACATTTAGCTGTGTAACAAAGGGGCAAGAG
TGCCCCAAATGTAGCCTTCTTACTGGGCTGTAAAACTGGAATTAATCCAGAAATTCTTTTTCTATTTTAC
*P S Y WAV KLETLI1I QK F F F Y F T
AGACGAATCTGGGAACTCGAGACCAACCAGTTCTGGAACGAAAAGAGCAAGAACAGCGTACACAAGTGCA
DESGNSRPTS S GTIKRARTAYT S A
CAACTAGTCGAATTAGAAAAAGAATTCCATTTTAACAAATATTTATGCCGACCGAGAAGAATTGAAATGG
Q LV EL EKEZFHE FNI KYULT CRUPRI RTIEWM
CAGCGCTACTCAGACTTACCGAGAGGCAAATTAAAATCTGGTTTCAAAATCGAAGGATGAAATACAAGAA
AAA L L RLTERIQI K I WFOQNWZRIRMIK Y KK
AGATCAACGAGCTAAAGGACTTCCCGTCGGTATGTACATATATTAAATTTGGCAATTTTTGTAGCTTTAT
D Q R A K G UL PV
CTTATTTAATTTTTAAAGAAATAGATTTTTTTTATATTTATTTCACCTTTAATTGAAGGCCTATAATGGT
GTGAATTTACTACAAACATGCGAAATACACCACAAAATAGCCTGCAGCTGTGCTCTTATACTGCCATTAT
AATGTCATTGAATAGACATCATTATATAACTATTTTTAGGCTTCTTTTTCAATTATTATTGGTTATTTAA

GATACCAAAGCGGTGTCCAGACGTCATTTACGAAATACAAGAACAGAAAAATATATTAATTAAGTTTTAT
TTGATATTATGAACGAATATGATAGACAATTTAAGGAAGTGTTCTCTAATACTTTATTAAAAAGAGTTTC
TTTGTTTCCTAGGGCATTCTGACGTGACGTCAACGGGCGTAGAACAACAAAGCCATCATAACGGAGGCGG
G HSDVTSTG GVEGQQSHHNINTGG G
AGGAGTAAGTCCACCACTATCTACATGCTCTTACGAGTCACCATCACCACCCGCAGCAACTACCACCCTG
G VSPPLSTC CSYESPSPPAATTTL
AAATTACCTCATCCACATCAATCAATTCCACAACAACAGCCTCAATCGTGGACATGGGGAGACACACCAT
K LPHPHO OQSTIPOQQQPQSWTWGTDTP
ACCCAAATTCTCAACAACCAACATTTCCGGCTACAACTTCCACAGTTCCACCGCTACAAGATGTACACAA
Y P NS QQPTFPATTSTVEPPLTO OQTDVHN
CGACTTACTAGCAACATGTCTGGGCACTGCACAACCAACAGGCGATGTGAACGCTGATTGGCATGCTGAA
D LLATT CLTGTAQPTGTDVNATDWUHAE
CACTATTTCACTTCTCATCCGCAAACCTTTCATCACCAACAACATGCGCAACAATCTCAAGTGTACATAA
HY FTSHPO QTTF FHHIOQOQHA AT QI QS STU QUV Y I
AACAGGAGTATGTAAATTCATCGGAACCATATTACTGGCAAAGCCATCAACATCAAGAACAATTACACGA
K Q EY VNZSSETPYJYWOQSHGO QU HT QETG QTLHTD
TCCTCTGCACGATTTTCAGCAGAAATTATCACCAGAACAATTTACGCAATTATAAATCTTCATAAATTCA
PLHDTFO QGO QI KTLTSTPETGQTFTQ L stop
CTATAGTGAATCATAAAATCAAACTATCTCAGTAAATAATGTAAATATCGGTTATAAATTAAGTGAACAA

ATTTTTGTTTCACATGGCAGTACCTATTGACTGTTCCAAGTGGAAATATCCTTGCTAAAGTAACTGCGGA
ATGGTCATTCCAATGTACCACCTCAATTCCGCGTTTCCAATCTAATATGCTTCCCCCCACCCATTTCGTC
ATCACTGTAATTACAGCCGCTTCAGGTGGAACAATAAAAAATTCCGTCTCACGAACAAATTCATCATCGG
ATTCGTTGTTATTGTAGTAAGTTTAAGGCCTCCTCGAATATCAGCCCATCTTTCACTTTGAAATGTGCAT
TTTTTTTTAAAAAAAA

Fig 23.La linea de puntos indica la abreviaciéon del intrén, sombreado (rojo en el esquema) se indica el

dominio homeobox. Las puntas de flecha indican posiciéon aproximada del intrén y tamafio.
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Fig. 24. Secuencia de Rp-Zen obtenida in silico y su comparacién con ortdlogos de otros insectos (en negro
residuos conservados y en gris residuos similares). Dm Drosophila melanogaster, Dp Drosophila
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pseudoscura,Tc Tribolium castaneum, Sg Schistocerca gregaria, Of Oncopeltus fasciatus Rp Rhodnius prolixus
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2.6. Zelda (Vielfaltig)

Zelda (zId) es un factor de transcripcion del tipo zinc finger cuya funciéon es regular la
expresion génica temprana en el desarrollo del embridn.

Durante las primeras fases del desarrollo embrionario el mismo se encuentra
controlado por los ARNm y proteinas aportadas por la madre y luego a partir de lo que se
denomina “transicién materno-zigoética” (MZT por sus siglas en inglés) se degradan los
transcriptos maternos y comienza la transcripcion zigética (Foe et al, 1983, Anderson et
al, 1979, McKnight et al, 1976).

En D. melanogaster, durante el ciclo 8 comienzan a transcribirse zigéticamente genes
que tienen que ver con la celularizacion y determinacion del sexo y en el ciclo 14 el
blastodermo celulariza y se inicia la transcripcion zigotica.

Todos estos genes comparten una serie de motivos de DNA denominados TAGteam
en sus regiones reguladoras sin las cuales se inhibe la activacién temprana. Existen
muchos factores de transcripciéon que se unen a estos TAGteam (De Renzis et al, 2007,
Harrison, et al, 2010,Liang et al, 2008) pero la evidencia existente hasta el momento
sugiere que zId es el mas importante en la regulaciéon de expresion de estos genes ya que
su mutante negativo trae como consecuencia defectos en la mitosis y celularizacién en el
ciclo 14. Por este motivo se lo ha denominado “factor de transcripcién pionero”.

Se cree que la actividad de zld no solo regula directamente la transcripciéon de
transcriptos zigoéticos, sino que ademas su unién al ADN esta asociado al control de la
accesibilidad y/o modificacién de histonas, jugando un rol crucial en el manejo de la
transicion materno-zigética reclutando o repeliendo proteinas remodeladoras de la
cromatina, manteniendo estas zonas accesibles (Harrison et al 2011).

Estudios sobre embriones tempranos que carecian de la expresion de zIld revelaron
que el 70% de los genes que normalmente se activan en las primeras dos horas de
desarrollo se encontraban inhibidos, fundamentalmente aquellos relacionados con la
celularizacién, determinacién sexual y el patronamiento dorsal (donde tiene un rol
importante potenciando la actividad morfogenética de dI). También se observé que zld es
necesario para la correcta expresién en el tiempo afectando genes tanto del eje

dorsoventral como anteroposterior. Entre los dorsoventrales afecta el momento de
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expresion de snail, twist, short-gastrulation, brinker y rhomboid y 1o hace de acuerdo a una
mayor o menor afinidad de los sitios blanco para zId (Chung-Yi Nien et al, 2011).

La secuencia del gen se encuentra codificada en el contig 18051.61, de 158320pb de
longitud (Fig. 25).

Fuera de los estudios realizados en D. melanogaster, s6lo se han encontrado
secuencias ortélogas en T. castaneum y en la presente tesis en R. prolixus. En ninguna de

estas secuencias se han encontrado otros motivos proteicos fuera de zinc fingers (Fig. 26).
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Zelda
5!

49631

49701

49771

49841

49911

49981

50051

50121

50191

50261

50331

I L 3
/\ /\ AN
2396bp 2223bp 979bp

TAACCCCTCCCCCCAAATAAGTCATTAATAAACGCTGCTCTGCTGCCTTCCGTGAATAAAAAAATATCAA
TATTGGCATGGTCCACTTTAATTTAAAAAAAAATTAAATGGTTAACACACTTTAAAAAAAAAAAAGTCGA

ATATGTGAGTGATACACGCGTTCGAGGTGTACATTTTTTTTTTGGTAGTTTTTTTTTAGTTTTTGGTTTA
TTTCGTTATGCATTTTTTGAAATACTAAAAAACGCAAAACAAAAAATACTAGCACTAAAGTTCGCGGTGC
CCCTTTTTAATTTTTTTTTTTATTTTCCACAAGTCAAGAAATATTTGTTGTGTAAACAAGAAAATTAATT
AGTGCACAAGATTAAAGAATGTAAATGAATTATACTTTTATAAAATAGAAAATGAATTAAGTGTTTTGAT
GAATTTGAACTTAGTTGATCTTAATTGCTTTAAGTTTAGTGAAATACTATAATAAATAGAGAAATTAATT
CGTGCTAATCAACTATGGAGCCAGTAAACTCCTGTACAGACTGTGGACTAGTGTTTGATTCGTCTAAAAG
M EPVNSTCTDTGCGTLVTFDSSKS
TTTGGACGTACATTTGAGTTACCACAAGGAGAATCTGTTGAGCAAGTGGGGTAGTTCTGCGACCGGTGGT
L DV HLSYUHEKTENTLTLTSTEKWS®GSSATGG
GGTGCCGGCACGGGATCGGAGGCCAACAACAACGTCAACGTGAAGAAAGAGAAAGTGCAGCCCGACAGTT
G AGTG GSTEANNNVNVIKTKTETKVQPTDS
CAGATTTCCTATTTGATTTCCAACAACAACAAGAGTATCGCCATCAACAGTTGCAGCACCAACACCAGCA
S DFLFDTFOQQQOQETYTZ RHO QOQLTOQHGOGHDO QDO Q
GCAGCAACACCAACAACAACACCAGCAGCAGCAAATGATTAGCCGAGGTTACAGGTTCCATCCTTATGGA
Q QHQ QQHQQQQMTISRGYU RTFHTPYG
TACGAACGACAGGTTAGCTCTAGCCAGGTTAACTGTGAGAAATGTGGCCTCAGCATGGACGCCAGTCAAT
Y ERQV SSSQVNT ECETZ KTGCGLSMDASOQ
TAGCCGAGCACAATGCTCAAATGCATCCGTGGGAAGAACCACAGGCAGAGATATTAGATTTAGACTCACA
L AEHNAG QMUHTPWETET PG QQATETITLTDTLTDSH
TAAAGTGCATGTGTACCAACCGCCTGAAGAGACTCCCCCTTGGAGATACTTCAAAGAGGAAAATGGAAAT
K VHVYQPPETETFPPWRYTFZKTETENTGN
ACTAGTCCAGAGTTGGGTGGTGTAAGCACGACTACAAACAGCGGGGGCGGCAACGATCTGTACAGCTATG
T SPELGGVYVSTTTNSGG GG GNTDTLYSY
AGCCGTCTCCACAGCAAAAGTTCCTGCCTAAAGCGGCCGCCTGGAAGAGTAACGAAGCTAGACGGCCCAA
EPSPQOQIKTFLTPZKAAAMWTEKTSNTEA AT RTR RTPK
AACGTACAACTGTTCCGCTTGTAACAAGTGGTTTACGTCGTCCGGTCACCTGAAGCGTCATTACAATACA
T YN CSACNIEKMWEFTSSGHULIEKT RHYNT
ACGCTGCACAAGAACGCGGTGAAACAGAGTGGCGGACTAGATCCAGCTTCAATGCCGGTAGCGTCACATC
TLHKNAVZKG QSGGLUDTPASMPVASH
ACCATCCGCCCCAGCAACCTCCTCAACAACAACAACAGCCACAACAGCAGCAGCAACATCAAGAGGAAAC
HHPPQQPPQQQQQP QQQQQHQE E T
TACGTCCTCGACTACTACTTGGCACCAGCCCCAGTCGGTGGGTGGACCAAACTCGGGCGGCCAGCAGTCT
T SSTTTWHO QPIQSVGGPNSG GG GO QOQ S
GCACCGGCCGCTCTGTACGCTCATCATCCGCCACCTGACGTGGCTCCGCCGCCGAGTGCATACTTTCTGT
AP AALYA AHUHPPPDVAPTPFPSAYTF.L
CCGGCTACCATCACCCAAATGGGGAGCCCCCCCGCCGTATGTTACCGAGTTTCTCCCAGTTGACGGGAGT
S G YHHPNGETPPRRMLTPSTFSOQLTGV
CTCGTACGATCGGGACATGGCGGGGGGGCTGGAAGATCACCGGGAAGCCGTCTTGGAGATGCATCACCAG
S YDRDMATGTGTLTETDT HT RTETAVTLTETWMEHUHDQ
GTTCAGCCTCCTCTTCAGCCGCAGCAACAGGACCTCACCTCCATCTCCAAACATCTTCTCTCCACTCAGG
VQPPLOQPOQOQOQDLTS STISKHLTLTSTO
TAAGTTATATTTAACTAATATATAAAGAACAAATAGGTAGTCATTTCACAGATAACCTCTTGAGGCCATT
AATCTCAGATCAACCAACGAAACAAAATTAATCGAATAATTCAACGATGAGACAATCAAGCATCTAAAGT

TGCTACTCTATCATCCAAGTCTGAAGACAAAATCTCGAAACTATCCAGACCAGCCTGATGAATCGATCTC

TGAAGGTTAAAGAAAATAAGCCGGATATAAGCGTATATTAAAATGGATTAATATTTGTACACAGGAAGTT

GCTAATATCCTGGCGTGACAAACTAAATAGCCTTCATGTTATGCCAAAATTTCAGACTAGAAGAAAAAAT

ATCCTTTTAGCTTAGCAAATTAATAAATGTTATTATTAATAATTTTGAAAAAAAAAGAAGACAATTTGTA

TTTAATATTTTGCAGCTCATGCCTGTTTACTTGCACCCGCCGCCGGTAGTAACCTGCACAGATACCCTTC
L Mm P VYL HPPPVV T CTT DTL
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55581

55651

55721

57051

57121
57191
57261

157991
158061
158131
158201
158271

TTGTTGGCAATGAAAACAGCACACCGCCTCCTGTATTTCGCAATCAGAACAATACCTCATCACCACCAAC
L v G NENSTWPPPV FRNU OQNNTSSPPT
CTACTCTCCTGCTTATGATCCTGCGACGGCGGTACGTTTATTTAATTTTCTTATATTTAAAATCTTATGG
Y S P AY D P A T A
TTAACACTTACTTGTGTTATTGTGTTGTGCAATAGCTGTATAATTGTGGCAAACAATGCTAAAATACAGT
TTATGCCACTAGTTTTTAATTTTTGTTCCAATATAGCGGTGACTCGCGCTTGTGCCAAACTACATGGAAA

CCAGTTGCCTCAAGACTGCCTTGTCACCTCTTGTTCTTCTTTCGCCGCCAAGTTTTCTTTAGGCATTATT
TATTTTTATTTTGTTTAATTTTAATTTTTGTTTATTTATTTTTTATTTTTTGAATTTTTGATTGACATTT
GTAAAAACTTGGATTTTGCAGGTAGTGAGTTCCACTCAAGAAGAGGCGACACAAGTACATAAGTGTATAG
VVSSTOQETEATO QVHKTC.'I
ACTGCGACAAGACGTTTAATAAAGCCTGCTATTTGACCCAGCACAATAAATCCTTCCATGCGGGTGACAA
D CDKTTFNIEKATCYTLT OQHNTIKTSTFHATGTD K
ACCTTACAAGTGTAATCGGTGTGGCAAACGTTTTACCCAGGAATATCTACATTTGGAACATCTATCCAAA
PY KCNZ RTCGI KT RTFTI QETVYTLUHTLTEHTLSK
CATGCCGGTGAAAAACCGCATAAATGCGAAATATGTCCAAAACAGTTTAATCATAAAACTGATTTAAGAA
HAGETZKTZPUHEKTECTETILIT CPZEKTZ QTFNUHTEKTDTLR
GGCATATGTGTTTACATTCCGGTGATAAACCTTATGCATGCCATTTTTGTGGCAAAGGTTTCATACGAAA
R HMCTLUHSTGDTI KT PYACHTFTCGIKTGTFTIRK
AGATCATATGTTAAAACATTCTGAAACGCATAGGAAGAAACAGAATGCTAACCATAAGAAAGATGATTTC
D HMULIKUHSTETHRIEKTI KU OQNANUHTEKTEKTDTDF
CTAAGATCAATGGTAGTGCAACAGGTGATGCAATAGTGCGATAAATTCGAAATAATATCATTTGATGCAT
L RS MV V Q Q
TATTTTAAACTGCCAAAGACGTGCCATTTGGACAGACGAACAACTACTCGTTAAGTTTAAGTATAAAAAA

TTCACGTATTTTGTCCTCTAGCATGTTATTCAATTTCTTCAGGTCTAGGGACTGGATACGTAGCTCTATC
CCTAAGTGGCGCGTTATGTGCACACTTACACTGCCCAAAGCTGAAAGCTGTTCATTAATTTAGGATGATT
CCAAGAACATAACCAGCCCAAGGATTGCTAAGATCTTGAAGACAAATTGCCAAGTGCAAATAACGGATTC
AGATCTTCTAACGTCTAATGTGGAACGGACAAATCTCTACCCTCTTTCTCATCCCTTGCCTTTCTATAAA
TGTTTCCCCGACTATCTGTCAATTGGAGGCAGATCTTCTGAGCAAAAAATGCCTTCTTGTTCTGTTTATG
A DL L S KK CULULVLFM
CTCATTCCAGTCATCGTTTTCGATGTTGTAGTTCCAAAACCCTTCATTCTAATCCAAACGGGTCTCTCTT
L 1+ PV I VFDVVVPKZPZFI1 L I Q TGTL S
CACCTTCTGAAGTCGAAGCCGCATAGTAACCCACGCTCTAATTACTTGGGTTCTCCACTTATCTCTTAGA
S P S E V E A A *
CAAGAGCCCTGTACGCAGTGCTTTAAAGAAACGTGCCATTTACAGCAACAGCCGCTTTTATTTTTAACAA
CACTTTCGCAATGCTATGAAATTCAGTATAAACTTTATAAAAAATAAAAATTAGAATTAAAGGTGATGAA
TTAAACTTTTAAAGAATTTATTGCATCATTTTTCCTCTAATCTCCATAACTACAACAAAAAATGACAAGT

AGGCTCCTGTTCCTTACCCACTAGGGGTTATCCTCCTCTCCATCCATGTCTCTTCTTTTAAGGGTTAGAA
CTGCCCTTGTAAACATCGCCACAGCATTCCACTGCGCCCTGCCAGAGAGCATTATGCTTTGAAAGCGCTC
AGGAACCCATTGACCCACTCTTTCTTCCAGATCTCTTCTGATACGACCCCATCTTTCGCACTCAAAGAAT
GTGTGATGGGCGTCGTCTCTTATTCCTGAACAGTGGGGGCAATTTCCCACCGACCGCTTCCCTATCTTCC
GGAGAAACTCCCGGAAGTAACCATGGCCACTGAGGAGCTGGGTGAGGTGA

Fig. 25. Lalinea de puntos indica la abreviacion del intrén, sombreado (azul en el esquema) se indican los
dominios de tipo zinc finger, en negrita el posible TATA y en rojo la cola de poli-A. Las puntas de flecha en el
esquema indica la posicién aproximada de los intrones y tamafio.
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Fig.26 Comparacion de la secuencia de zelda encontrada para R. prolixus con ort6logos de D. melanogaster
(Dm) y T. castaneum (Tc). Casillas negras residuos idénticos/casillas grises residuos similares. Sé6lo las
regiones correspondientes a los zinc fingers se encuentran altamente conservadas.
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CAPITULO 3.

Analisis funcional de los genes dorsoventrales.

3.1. Dorsal

3.1.1. Hibridacion in situ

El propoésito de este experimento es conocer el patrén de expresion del gen dorsal
en embriones de R. prolixus. La sintesis de las sondas sense y antisense de ARN se realiz6
a partir de productos de PCR que incorporaban el promotor de T7 en el extremo 3’. Las
sondas para ARN se sintetizaron utilizando el kit de Roche (ver materiales y métodos).

A partir de estudios anteriores tanto en D. melanogaster (Steward, 1987) y en T.
castaneum (Chen et al 2000) se sabe que dorsal es suministrado al oocito por la madre y
se expresa tempranamente en el desarrollo embrionario antes de la formacion del
blastodermo de forma regular en toda la circunferencia del embrién y luego su
expresion decae considerablemente.

Luego de la fertilizacion la proteina se acumula en los nucleos en el lado ventral del
embrion formando un gradiente dorsoventral. En T. castaneum, a diferencia de D.
melanogaster, se acumula en la serosa y no hay rastros de la proteina en el rudimento
germinal y tampoco se observa marcaciéon de la proteina en estadios posteriores del
desarrollo embrionario como tampoco en la zona de crecimiento donde junto con la
formacién de segmentos el patréon dorsoventral ain contintia desarrollandose (Chen et
al, 2000).

Por esta razon se decidid realizar las hibridaciones in situ en todos los estadios
embrionarios pero haciendo hincapié en huevos que no superaran las 30 hpo momento
en que ocurre la gastrulacion y segin lo observado en otros insectos momento en que la
deteccion de dorsal no es posible.

En R. prolixus se ha observado que inicialmente, cuando hay unos pocos nucleos en

el oocito, el ARNm materno de dorsal se acumula formando cimulos en toda la periferia
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del huevo (Fig.27 Ay C). Posteriormente, cuando aumenta el nimero de ntcleos y éstos
migran a la periferia, este ARN se liberaria al citoplasma que rodea los nucleos,
intercalandose entre las células de vitelo (Fig.27 By E).

El transcripto se detecta en la periferia alrededor de los nucleos y no en el vitelo
indicando que el mensajero se encuentra en el citoplasma. Este es un fenémeno
aparentemente comun para genes maternos ya que el mismo se ha observado también
para giant (Lavore et al, 2012) y caudal (N. Esponda-Beherens, resultados no
publicados)

No se ha observado la formacién de ningtn tipo de gradiente. Esto es esperable,
dado que el gradiente tanto en D. melanogaster como en T. castaneum es formado por el
ingreso de la proteina al nudcleo es de esperar que este no se observe con sondas de
ARN. Para ello seria necesaria la realizacién de una inmunohistoquimica sobre la
proteina Dorsal. Al momento no se cuenta con un anticuerpo adecuado ni ha sido
posible desarrollar atin un protocolo de inmunohistoquimica reproducible (esta tesis; N.
Esponda; A. Lavore; R. Nunes da Fonseca, comunicacién personal)

Tampoco se observé marcacion en estadios posteriores del desarrollo embrionario
donde se esperaba observar algin tipo de expresion de dorsal durante la elongacion de
la banda germinal, en la zona de crecimiento, donde la asimetria dorso-ventral continta
estableciéndose. El mismo fendmeno se ha observado en T. castaneum que posee el
mismo mecanismo de desarrollo que R. prolixus, quedando pendiente de qué manera se
establece la asimetria dorsoventral en los segmentos en formaciéon. Puede hipotetizarse

que es un fendmeno de memoria molecular establecido tempranamente.
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Fig.27. (A) y (C) el transcripto materno de dorsal se almacena en el oocito en forma de cimulos cuando
adn no se observan nucleos en superficie. (B) y (E) cuando los nucleos alcanzan la periferia el transcripto
se libera y rodea los ntcleos. (E) es una magnificacion de B tefiido con DAPI ademas de la sonda donde se
observa la distribucidon del mensajero alrededor de los nucleos y entre los cimulos de vitelo y (D) es una
magnificaciéon de C donde se observan los cimulos de mensajero tefiidos con la sonda y no se observan
nucleos en superficie. (F) Control con sonda sense para el mensajero de dorsal. C, D y E son tinciones

dobles con sondas con digoxigenina para ARN y DAPI para marcar los nucleos.
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3.1.2. ARNi Parental

A partir de la técnica de RNAi parental hemos estudiado el efecto de la pérdida de
funcién de dorsal en embriones de R. prolixus.

Para ello se inyectaron hembras adultas virgenes usando como blanco del ARNdc
los ARNm tanto de los ovarios como embrionarios. Estas hembras produjeron huevos
de forma regular capaces de soportar el desarrollo embrionario. Sin embargo en la
mayoria de los casos esta prueba resulté en un desarrollo embrionario anormal,
mostrando severos defectos en el patronamiento. Salvo algunas excepciones en la
mayoria de los individuos fue imposible reconocer algin tipo de estructura
embrionaria. Aun asi, se identificaron cuatro fenotipos distintos que serian efecto de los
distintos grados de penetrancia.

De los 123 huevos disectados so6lo el 3% lograron completar su desarrollo
normalmente dando ninfas 1 completamente normales, el 45% formd masas de células
pigmentadas (Fig.28 A), el 27% mostré formas similares a las observadas en los
mutantes nulos para dorsal de D. melanogaster (Fig.28 B), pudiendo tratarse de
embriones completamente dorsalizados aunque a diferencia de D. melanogaster no hay
estructuras cuticulares que permitan inferir una dorsalizacién; en el 18% de los huevos
el desarrollo se detuvo tempranamente y no se observd la presencia de tejidos
embrionarios. S6lo en un 7% de las muestras analizadas la cabeza se habria
diferenciado parcialmente, mostrando la presencia de ocelos y apéndices
indiferenciados (Fig. 28 C), sugiriendo que la cabeza podria poseer un patrén de
formacién en parte independiente de la formacién del eje D-V (tabla 2)

La pérdida de funcion de dorsal se ha estudiado Unicamente en dos especies de
holometabolos D. melanogaster (Govind y Steward, 1991) y T. castaneum (Nunes da

Fonseca et al 2008).
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puesta nde huevos anembrionados células pigmentadas cabeza/apéndices cilindrico wt deshidratados

3 1 1 1
9 1 2 3 3
13 2 4 3 4 2
22 8 9 2 3
73 8 40 3 22
123 22 55 9 33 4 2

2%

Manembrionados

M células pigmentadas
M cabeza/apéndices
M cilindrico

mwt

mdeshidratados

Tabla 2. Puestas y fenotipos encontrados en nimero de individuos, a la izquierda los porcentajes de

individuos que portaban cada fenotipo

En D. melanogaster provoca la dorsalizaciéon del embrién, en donde todas las
células embrionarias siguen una via de desarrollo dorsal, por lo que el embrién carece
de todos los elementos de patron lateral y ventral, mientras que en T. castaneum lleva a
embriones que carecen de todo tipo de signos de polaridad dorsoventral, en los que se
infiere la dorsalizacién a partir de la expresion superpuesta de genes especificos de las
regiones ventral (mesodermo) y ventrolateral (neuroectodermo) que quedan reducidas
o desaparecen, sugiriendo la pérdida de los destinos ventral y ventrolateral en el
embriéon como consecuencia de la desaparicion de dorsal. En R. prolixus el embrién
carece de estructuras cuticulares que nos permitan diferenciar las zonas ventral y
dorsal como notaramos previamente y la falta de sondas de genes especificos de la zona
ventral hizo que no fuera posible determinar una dorsalizacién. Ademas por el tipo de
desarrollo embrionario de R. prolixus y al actuar tan tempranamente la interferencia el
desarrollo se vio interrumpido antes de la formacién de cualquier estructura en la
mayoria de los casos teniendo un posible efecto durante la gastrulacién temprana y la
formacion de la banda germinal (Fig. 10 I-N), de alli la formacion de las masas de células

pigmentadas aparentemente no diferenciadas
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Fig. 28 (A) Masa de células pigmentadas. (B) Cilindrico (recuerda al fenotipo nulo de dorsal en D
melanogaster). (C) Cabeza/Apéndices. (D) y (E) fenotipos salvajes BG extendida y N1 préxima a
eclosionar

82



3.2.Toll

3.2.1. Hibridacion in situ

Hasta el momento la expresion del transcripto de toll se ha estudiado en D.
melanogaster, Clogmia albipunctata (Diptera) y T. castaneum (Maxton-Kuchenmeinster
et al 1999), en los dos primeros por tratarse de dipteros y poseer un tipo de desarrollo
de tipo de banda germinal larga, la expresiéon es muy similar entre ellos, sin embargo T.
castaneum posee desarrollo embrionario de banda germinal corta, al igual que R
prolixus.

Se ha observado que en R. prolixus el transcripto de toll es de origen materno al
menos en un principio, al igual que ocurre en dipteros (C. albipunctata y D.
melanogaster) y en coleopteros (T. castaneum).

Esta afirmacion se deriva de la marcacion de las sondas para ARN en ovariolas
durante la oogénesis temprana, donde el transcripto de toll se acumula en el trofario y
en el extremo anterior del oocito en formacion (Fig. 29).

Una vez fecundado el oocito, el transcripto materno se almacena de la misma
forma que se ha observado para dorsal, formando cimulos en la superficie, previo a la
migracion de los nucleos a la periferia (Fig. 30 A).

Avanzando en el desarrollo el mensajero muestra una distribucién ubicua en el
citoplasma rodeando los nucleos para luego desaparecer completamente (Fig. 32 B).

En D. melanogaster Toll es una proteina integral de membrana y se ha observado
que su mensajero (de origen materno) se encuentra asociado a ribosomas unidos a
membrana, de alli que ni el mensajero ni la proteina difunden, este hecho es importante
en el establecimiento y mantenimiento de la asimetria espacial en el embrion
(Hashimoto et al 1991).

El producto materno de toll es activado en un patron dorsoventral en el
blastodermo sincicial luego de la fertilizacion (Hashimoto et al,1988) (Anderson y
Niisellein-Volhard, 1985) la asimetria dorsoventral se establece a partir de la

interacciéon del ligando Spatzle que se encuentra en el espacio perivitelino
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desencadenando una cadena de reaccion que llevara a la inclusion de Dorsal en el
nucleo con niveles maximos en la zona ventral (Gay y Keith,1991).

En contraste, en T. castaneum el transcripto de toll se observa en niveles apenas
detectables durante la oogénesis temprana y luego desaparece completamente de
manera similar a lo descripto aqui para R. prolixus, pero en el estadio de blastodermo
temprano se acumula en un patrén restringido formando un gradiente dorsoventral,
sugiriendo que a la expresion materna casi indetectable se agrega una expresion
zigbtica, dando como resultado una forma distinta de establecimiento del patron
dorsoventral posiblemente por sobrerregulacion del receptor por el ligando de toll
estableciendo un feedback-loop positivo y wuna inhibicién lateral (Maxton-
Kuchenmeinster et al 1999). La expresion zigética no se ha detectado en R. prolixus al
menos con el método usado, por lo tanto no se pudo deterinar si existe tal expresion y al
igual que dorsal, no se ha observado expresion de toll en la zona de crecimiento, donde,
como dijimos antes, la asimetria D-V se sigue estableciendo mediante mecanismos

desconocidos hasta el momento.

Anterior . - Posterior

A Trofario Ovariola

Fig 29. (A) Esquema de una ovariola mostrando el patréon de expresion de toll. (B) Hibridacidn in situ de
ovariolas de hembras en estado reproductivo. (C) y (D) Detalle de las ovariolas , las cabezas de flecha
muestran la acumulacion de tincién en la zona del trofario y regidn anterior del oocito en formacién



Fig. 30 Tincién con sonda de ARN con digoxigenina, al igual
que en dorsal primero se almacena en cimulos (A) y luego se

libera al citoplasma rodeando los ntcleos (B)

3.2.2. RNAi Parental

Con el fin de comprobar cudl es el rol de toll durante el desarrollo embrionario se
desarrollaron sondas doble cadena de ARN, utilizando la técnica de ARNi

Para tal fin se inyectaron 12 hembras virgenes con 0,5 pg; 0,3 ug; 0,2 ug de ARNdc
en tres experimentos independientes. Luego de ser inyectados los insectos fueron
alimentados para inducir la oogénesis.

La inyeccién de 0.5 pg resulto en la mortandad del 100% de los adultos. Dado que
toll es un integrante crucial en la cascada de sefializacion que lleva a la respuesta
inmune innata este resultado no fue inesperado (Medzhitov, 2001; Hoffman y Reichhart,
1997; Lemaitre et al, 1996), por lo que se optd por inyectar una menor concentracion de
ARNdc y dejar en recipientes estériles a la hembras inyectadas durante dos dias para
luego ser alimentadas induciendo la oogénesis. Dado el foco de esta tesis en el eje D-V
no se profundiz6 en este aspecto de la funcién de toll.

Las menores concentraciones de ARNdc resultaron en fenocopias con distinto
grado de penetrancia.

Se analizaron 19 puestas con un total de 332 huevos analizados de los cuales el
16% resulté en huevos mas cortos de lo normal, al realizar la diseccion de estos huevos
se observo que el desarrollo embrionario habia comenzado parcialmente llegando en
algunos casos a formar bandas germinales, ninguno de estos huevos llegé a eclosionar

(Fig. 31 C), el resto de los huevos mostraron una morfologia normal, sin embargo sélo el
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1% eclosion6. Los embriones contenidos en estos huevos de morfologia normal si

mostraron distintos grados de malformacion, en general en estadios tempranos del

desarrollo donde directamente no se formé el embrion o se formaron masas de células

pigmentadas sin estructuras reconocibles (Fig.31 B). Sélo un 23% de los huevos

disectados alcanz6 un estadio de desarrollo avanzado, pero en todos ellos se observé un

patréon de segmentacién deficiente tanto en el térax como en el abdomen, y los

apéndices bucales también presentaron malformaciones (Fig.31 A).

En la tabla a continuacidn se detalla el numero de individuos que presentaron los

diferentes fenotipos en cada puesta (Tabla 3)

puesta nde huevos anembrionados células pigmentadas avanzados cortos deshidratados
6 6
6 6 2
2 1
7 1
2 2 4
7 1 5 1
16 3 12 1
17 4 13
19 10 6 3
5 1 4
69 10 55 4 14
54 8 40 6 20
332 67 184 76 54 3 2

M anembrionados
E masaroja
mavanzados
mwt

m deshidratados

mnormales

W cortos
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Tabla 3. Puestas y fenotipos encontrados en nimero de individuos, abajo a la izquierda los porcentajes
de individuos que portaban cada fenotipo. Abajo a la derecha porcentaje sobre el total de huevos

analizados de huevos mas cortos.
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En otros insectos la pérdida de funcion de toll lleva a la dorsalizacién del embrién
como en D. melanogaster o C. albipunctata e inclusive en T. castaneum, aunque en este
ultimo el fenotipo de dorsalizacién fue muy suave tal vez debido a una baja penetrancia
del fenotipo (Maxton-Kuchenmeister et al, 1999; Nunes da Fonseca et al 2008;
Schneider et al, 1991).

En R. prolixus a partir de lo observado en los fenotipos se evidencia que la funcién
de toll es muy temprana en el desarrollo de alli la ausencia de estructuras embrionarias
en la mayoria de los huevos interferidos.

No es extrafia la alteracion del patrén de segmentacién ya que disponemos de
evidencia de la existencia de un didlogo cruzado entre los ejes A-P y D-V inclusive en
vertebrados (De Robertis, 2008). En D. melanogaster se ha observado que los mutantes
para genes maternos que establecen el eje D-V, entre ellos toll generan cambios
posicionales en la expresién anteroposterior de genes, evidenciando que los
componentes regulatorios del sistema anteroposterior se encuentran normalmente
organizados bajo la accion del sistema de polaridad dorsoventral (Carrol et. al., 1987).
Efectos similares se han descripto en T. castaneum (Linch y Roth, 2011; Kotkamp et al,
2010) y en A. melifera (Wilson y Dearden, 2011). La apariciéon de huevos mas cortos
probablemente tenga que ver con alguna interaccidon de este tipo, sin embargo este
fenotipo recuerda al fenotipo producto de la deslocalizacién del mensajero giirken en D.
melanogaster provocando una reorientacion del eje D-V orientando la via Toll-dorsal en
el embrién temprano, particularmente por la alteracion de la morfologia del huevo

afectando el corion el cual es formado por las células foliculares.
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Fig. 31. (A) Embrion producto de la interferencia para el transcripto de toll, nétese la

malformacion de apéndices tanto cefalicos como toracicos y la alteracion del patréon de
segmentacion. (B) Masa de células pigmentadas. (C) Huevos mas cortos, la flecha blanca marca el
huevo salvaje. (D) y (E) embriones con fenotipo salvaje, estadio avanzado y banda germinal

respectivamente.
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3.3. Decapentaplegic

3.3.1. Hibridacion in situ

Para estudiar la expresion de dpp en R. prolixus se sintetizaron primers especificos
con parte de la secuencia del fago T7 en extremo 5 para generar sondas antisense y
sense marcadas con digoxigenina como se describi6 previamente.

Este ensayo se llev6 a cabo en embriones en estadio de blastodermo y al momento
de la gastrulacién, banda germinal temprana y tardia, asi como embriones préximos a
eclosionar.

En R. prolixus la expresion de dpp comienza unos instantes antes de la gastrulacion
y la anatrepsis (que en este embrion ocurren conjuntamente) en el extremo posterior
del huevo (Fig.32 A) sin distincion de lados dorsal o ventral como puede observarse en
la figura 32 B. Luego la expresion de dpp desaparece hasta la formacién de los
apéndices en el estadio de banda germinal.

En las bandas germinales tempranas dpp se expresa Unicamente en los apéndices
tanto cefalicos como toracicos (Fig.32 D) que en este momento apenas sobresalen de las
paredes del cuerpo, en principio se expresaria en todo el apéndice y a medida que éstos
se elongan la marcacién se hace mas distal y aparentemente sélo en ectodermo (Fig. 32
F). Ya en estadios mas avanzados de la banda germinal la expresiéon de dpp pareciera
darse en anillos muy tenues en el apéndice (Fig.32 E y G). En los embriones préximos a
la eclosidn no se identificé ningun tipo de marcacion.

El patron de expresion observado en R. prolixus es muy similar a lo observado en
0. fasciatus, otro hemiptero y similar también a lo observado en las bandas germinales
de T. castaneum.

La expresion de dpp durante el desarrollo embrionario se ha estudiado en varios
artrépodos mayormente insectos ademas de D. melanogaster, como T. castaneum, S.
americana (Ortoptera), S. gregaria (Ortéptera), G. marginata (Myriapoda) y O. fasciatus
(Hemiptera) (Irish y Gelbart, 1987; Sanchez Salazar et al, 1996; Neufeld y Gelbart, 1995;
Dearden, 2001; Prpic, 2004; Angelini y Kaufman, 2005).

En D. melanogaster la expresion de dpp es necesaria en niveles maximos para la

expresion de zen, también participa en la subdivision del ectodermo dorsal en el
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embriéon temprano y en la induccién del mesodermo lateral. El dominio de dpp en el
blastodermo abarca las membranas extraembrionarias y regiones mas laterales que
daran origen al ectodermo y neuroectodermo, en los discos imaginales que daran origen
a los apéndices se expresa en una linea distal-proximal que va desde el lado dorsal al
ventral.

Esta expresion difiere a lo observado en insectos mas basales en donde la
expresion de dpp pareciera tener un rol menos global en el patronamiento D-V. En
cuanto a la formacidon de los apéndices la expresion de dpp también es diferente
dandose en un patrén de bandas, tal vez esta diferencia se deba a que en el resto de los
insectos estudiados los apéndices se forman directamente a partir de primordios
embrionarios y no a partir de discos imaginales, la formacién del patrén P-D en D.
melanogaster seria un estado derivado en relacién al desarrollo de los apéndices a
partir de los discos imaginales, situacién que se evidencia desde la secuencia de dpp
donde en D. melanogaster la zona del prodominio es mdas larga como si parte de la
secuencia de informacién se hubiera insertado en el linaje de Drosophila sp.

La funcién de dpp siempre se ha encontrado involucrada en el patronamiento D-V
del embrién puntualmente en los limites dorso-laterales sugiriendo que este rol se ha
conservado en los insectos hemimetdbolos, sin embargo a partir de los estudios
realizados en estos insectos queda claro que se necesitan andlisis adicionales en

especies mas basales para discernir las funciones ancestrales de dpp.
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Fig 32. (A), (B), (C) son hibridaciones in situ en embriones en estadio de blastodermo, hacia la izquierda
es anterior y a la derecha posterior. (A) Vista dorsal del huevo, donde se observa expresion de dpp en el
extremo posterior. (B) Vista lateral de A, no se observan diferencias de expresién entre lados dorsal y
ventral. (C) Vista dorsal de otro huevo donde se observa el comienzo de la gastrulacion, la flecha negra
indica el margen de invaginacion. (D) Banda germinal temprana en donde se observa expresion de dpp en
todos los apéndices. (E) Banda germinal tardia donde se observa la expresién de dpp en los apéndices

toracicos como bandas muy sutiles. (F) y (G) son ampliaciones de D y E respectivamente.
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3.3.2. ARNi parental

Utilizando la técnica de ARNi parental se estudi6 la pérdida de funcién de dpp en
embriones de R. prolixus, para tal fin se inyectaron ocho hembras virgenes con 0.5 pg,
0.3 pgy 0.2 pg de ARNdc en tres experimentos diferentes y luego de la inyeccidn se les
permitié alimentarse para inducir la oogénesis.

En los tres casos se obtuvo fenotipos con distintos grados de penetrancia pero en
su mayoria el desarrollo embrionario resulté ser anormal mostrando severos defectos
en el patronamiento del embrion.

De los 203 huevos disectados sélo el 9% logr6 completar el desarrollo y eclosion6
dando ninfas I completamente normales, el 7% alcanz6 un grado de desarrollo similar al
de banda germinal en elongacién pero severamente afectado en el patronamiento
dorsoventral (Fig. 33 B), el 4% carecia de un patronamiento D-V reconocible formando
tiras de tejido embrionario indiferenciado(Fig. 33 C) el 52% formé masas de tejido
embrionario muy pigmentado en el extremo posterior del huevo, en algunos casos estas
masas desarrollaron algun tipo de apéndice indiferenciado (Fig. 33 A y D), suponemos
que este fenotipo es el resultado de una incapacidad del primordio embrionario para
invaginarse y formar la banda germinal. Normalmente en el extremo posterior del
huevo las células se condensan para invaginarse y formar la banda germinal,
aparentemente en estos embriones las células se condensan pero no pueden
invaginarse y como resultado de esto los procesos embrionarios posteriores no se
inician. Finalmente en el 22% de los casos el desarrollo se detuvo muy temprano no
llegdndose a formar ninguna estructura embrionaria (Tabla 4).

Como notaramos anteriormente a diferencia de lo que ocurre en D. melanogaster
no existen caracteristicas cuticulares que nos permitan diferenciar los lados ventral y
dorsal por lo que en R. prolixus no ha sido posible determinar ventralizacién o
dorsalizacién. Estos resultados se condicen con lo observado en O. fasciatus, sin
embargo difieren de lo observado en D. melanogaster y T. castaneum. En D.
melanogaster la pérdida de funcién de dpp lleva a la pérdida de la amnioserosa y la
epidermis dorsal, tomando la identidad de neuroectodermo. También se generan

anormalidades en la cabeza y zona caudal (Irish y Gelbart 1987).
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Por otro lado la pérdida de funcién de dpp en T. castaneum por la técnica de ARNi
ha tenido poca expresividad aunque se ha observado la falta de las células mas dorsales
en los estadios de desarrollo mas avanzados y no completan el cierre dorsal, en los
casos con mayor penetrancia mostraron anormalidades durante los estadios
tempranos (Ober y Jockusch 2006). Esta divergencia en la aparente funciéon de dpp en

estas especies podria deberse a las distintas formas de desarrollo embrionario en los

que dpp tendria territorios de expresion distintos

puesta nde huevos anembrionados células pigmentadas cilindrico banda germinal wt deshidratado
8 1 5 1
19 16 3
5 1 1 3
4 1 2
4 2 1
9 2 1 1 4
8 7 1
12 10 2
6 1 4 1
7 7
5 5
14 14
5 5
7
12 7 5
16 6 9 1
54 10 21 6 5 12
203 45 105 9 15 18 9

W anembrionados
Emasaroja
m cilindrico
M banda germinal

mwt

W deshidratado

Tabla 4. Puestas y fenotipos encontrados en nimero de individuos, a la izquierda los porcentajes de

individuos que portaban cada fenotipo
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Fig. 33. (A) Masa de células pigmentadas con algun tipo de apéndices indiferenciados. (B) Simil banda
germinal en elongacién. (C) Cilindrico, tiras de tejido embrionario indiferenciado que recuerda al
fenotipo de mutantes negativos de D. melanogaster. (D) Posicién de la masa de células pigmentadas con
respecto al huevo. Siempre de posicién posterior. (E) Fenotipo salvaje en estadio de banda germinal

elongada
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4. Conclusion

En esta tesis nos hemos propuesto estudiar algunos de los genes que participan en
el establecimiento del eje D-V en R. prolixus, desde su busqueda, secuenciacidn, estudiar
sus patrones de expresion y la modificacion de los patrones espaciotemporales de
expresion a partir de cambios inducidos en la actividad génica por medio de la técnica
de ARN;, con el fin de estudiar los procesos que llevan a la formacién del eje D-V y
entender de qué manera estas redes regulatorias han cambiado en respuesta a los
diferentes modos de desarrollo y como se han modificado a lo largo de la evolucion.

Para este fin fue necesario realizar un detallado estudio de los procesos
morfogenéticos que llevan a la formacion del embrién. Si bien dichos procesos se
estudiaron con anterioridad en R. prolixus (Mellanby, 1935 y Kelly y Huebner, 1989)
dichos trabajos eran insuficientes a los fines del presente trabajo ya que mostraban el
desarrollo de R. prolixus de manera estatica.

Los genes aqui estudiados se expresan tempranamente y son aportados al embrién
por la madre en el oocito antes de la fecundacién por lo que creemos que los
movimientos de blastokinesis que ocurren durante el desarrollo embrionario estan
relacionados con el establecimiento de los ejes. Sin embargo esta es sélo una hipotesis
ya que actualmente no hay una explicacién al porqué ocurren estos movimientos y cual
es su fin en el desarrollo embrionario (Panfilio et al, 2010).

En R prolixus hemos encontrado secuencias homologas de algunos de los
principales miembros de la via de establecimiento del eje D-V. Adicionalmente a partir
del andlisis bioinformatico del genoma de R. prolixus hemos podido plantear hipotesis
sobre las secuencias completas de los genes con sus zonas de regulacién, distribucién de
intrones y exones y motivos caracteristicos de cada una de las proteinas

A partir de las mismas observamos que si bien las secuencias de estos genes se
encuentran parcialmente conservadas con respecto a las secuencias homologas en D.
melanogaster, las mismas poseen caracteristicas que tienen que ver con la regulacién de
la vida media de los productos génicos (tales como dominios PEST) que podrian ser
resultado de las diferentes formas de desarrollo embrionario como pudimos observar

en las secuencias de toll y dpp.
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Para esta tesis se han desarrollado protocolos para el andlisis funcional del
genoma tales como hibridacion in situ y ARNi parental para R. prolixus. A partir de estos
experimentos se ha observado que tanto dorsal como toll se acumulan como
transcriptos maternos en el oocito en forma de cumulos sobre toda la superficie del
huevo. Cuando los nucleos migran a la periferia del huevo para formar el blastodermo el
ARN se liberaria al citoplasma rodeando los nucleos e intercaldndose entre las células
de vitelo y desaparecen completamente al momento de la gastrulacion.

Debido a que no se ha realizado una inmunohistoquimica no ha sido posible la
observacion de la distribucion de la proteina no pudiendo establecer la formacién de un
gradiente de proteina Dorsal.

No se ha detectado la expresion de estos transcriptos en la zona de crecimiento de
la banda germinal, sin embargo a partir de algunos estudios realizados en T. castaneum
pareciera ser que el establecimiento del eje D-V en los nuevos segmentos tiene que ver
con la expresién de toll durante el estadio de blastodermo que lleva a la especificacién
de todo el mesodermo y luego de la gastrulacién el patronamiento D-V recaeria en un
sistema autoregulado que requiere la sefal de toll para una apropiada orientacién en
relaciéon al eje A-P (Da Fonseca et al 2008). Se ha hipotetizado que este sistema de
autorregulacion estaria a cargo de una via de sefializacion de BMP (que en D.
melanogaster se encuentran involucradas en dorsalizaciéon) y EGF (implicadas en D.
melanogaster en ventralizacion) (Van der Zee et al 2006). Sin embargo los roles de estas
vias en T. castaneum aun no han sido determinadas quedando pendiente la pregunta de
qué manera se establece la asimetria D-V en los segmentos en formacion. Tampoco se
ha podido determinar una expresion zigotica de toll como aparentemente ocurre en T.
castaneum.

Con respecto a la expresion de dpp se ha observado un patrén de expresion en los
apéndices tanto cefalicos como toracicos que difiere de lo observado en D. melanogaster
y que tendria que ver con el origen de los apéndices en insectos de banda germinal
corta, donde los mismos se forman a partir de primordios en las paredes del cuerpo y no
a partir de discos imaginales. Sin embargo la funcién de dpp en cuanto al patronamiento
D-V del embrién estaria conservado en los insectos hemimetdbolos ya que estos
resultados se condicen con hallazgos en otros insectos de banda germinal corta.

Una comparaciéon de los patrones de expresién de cada uno de los genes con la

expresion en otros insectos estudiados se muestra en la tabla 5. La comparacion se
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habria limitado a las escasas especies disponibles por lo que los resultados mostrados
en la seccion anterior cobran especial relevancia para futuros estudios evolutivos.

En cuanto a los resultados obtenidos en los ensayos de ARNi, como todos los
experimentos se han llevado a cabo sobre la expresion de genes de accién temprana
sobre el embrion afectando la gastrulacion y que son los disparadores de la
diferenciacion celular, es esperable la presencia de formas altamente aberrantes donde
no es posible diferenciar estructuras embrionarias y a su vez estos fenotipos tempranos
podrian enmascarar efectos mas tardios.

Con respecto a la aparicion en algunos casos de ocelos, algunas estructuras
cefalicas y apéndices indiferenciados podria tener que ver con que el primordio
embrionario, el conjunto de células que luego formari el resto del embrién se encuentra
en la posiciéon que formara posteriormente la cabeza y como el establecimiento de los
ejes se da al mismo tiempo puede que parte de la diferenciacién de éstas células haya
ocurrido a pesar del impedimento para establecer el eje D-V y el desarrollo posterior se
ve totalmente impedido o quizas la cabeza posea un patrén de formacién en parte
independiente de la formacién del eje D-V.

La alteracién del patréon de segmentacion en las interferencias de toll muestra un
didlogo cruzado entre los ejes D-V y A-P sumando evidencia a la idea de que el
establecimiento de los ejes no es en absoluto independiente uno del otro.

Con respecto a la posibilidad de que toll sea parte del establecimiento del sistema
terminal es necesario la realizacion de nuevos experimentos no sélo en R. prolixus sino
en otros insectos basales. Cabe destacar que hasta el momento no se han hallado en las
trazas del genoma de R. prolixus, secuencias que puedan homologarse a giirken.

Se ha propuesto un modelo en el cual ante la ausencia del sistema terminal el
oocito temprano en el ovario de D. melanogaster adoptaria una forma semicircular
provocando la reorientacién del eje D-V (Fig. 34) (Roth y Schiipbach, 1994). Ante estas
evidencias y sabiendo que no existen homologos a giirken fuera de los dipteros mas
evolucionados, podemos plantear que estaria toll cumpliendo alguna funcién en el
establecimiento del sistema terminal. Los fenotipos observados en huevos permiten

considerar esta hipétesis.
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Fig. 34. Modelo de la relacion entre la localizacién del mensajero de giirken y la orientaciéon del embrién

en el eje dorsoventral. Las flechas que irradian desde el mensajero de giirken representan la inhibicion
del sistema de formacion de patrdn en el epitelio folicular. Este patrén de formacion define el dominio
que posteriormente orienta la via toll-dorsal en el embriéon temprano. En ausencia del patrén
dorsoventral el huevo toma una forma semicircular . (A) Wild type; (B) deslocalizaciéon del mensajero de

giirken y sus efectos en el patronamiento dorsoventral (Tomado de Roth y Schiipbach, 1994)

El rol de toll en el establecimiento del eje D-V se ha identificado sélo en insectos,
mientras que su rol principal y altamente conservado en los Metazoa tiene que ver con
la inmunidad innata.

Ademas la funcién de toll en el establecimiento del eje D-V sélo se ha observado en
insectos holometabolos (D. melanogaster y T. castaneum) y en la presente tesis en R.
prolixus, existiendo algunas evidencias preliminares en N. vitripenis (Hymenoptera) y O.
fasciatus (Lynch y Roth, 2011) en los que la via de sefializacién a través de toll tiene un
papel crucial. Por lo que es interesante preguntarse en qué momento se ha reclutado a
toll en el establecimiento del eje D-V y a quien o que via se ha reemplazado.

A partir del conjunto de evidencia resultado de estudios en distintos insectos
pareciera que aun cuando los genes que participan en el establecimiento del eje D-V
estdn conservados, sus interacciones regulatorias difieren entre insectos, lo cual es
consistente con una rapida evolucion en las vias que llevan a la formacion del eje.

La dindmica de los genes que regulan el eje D-V cambiaria en funcién de las
diferentes formas de desarrollo temprano y conocer de qué manera se regulan los

gradientes de formacién proveera un gran avance en la comprensiéon de cémo las redes
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regulatorias génicas pueden evolucionar y al entendimiento de los mecanismos de

evolucién.

Perspectivas futuras

Debido a la escasa informacién con que se cuenta sobre los genes que establecen el
eje dorsoventral, hacen de ésta un area de estudio de interés. En los ultimos afios se ha
comenzado a estudiar estos genes en algunas especies de insectos cuyos genomas ya
han sido secuenciados, pero su estudio funcional es dificil por ser genes que se expresan
en lapsos de tiempo estrechos y tempranamente. El abordaje en insectos cuyos genomas
ain no han sido secuenciados es auin mas complejo. Como se ha podido observar en el
presente estudio las regiones de homologia entre secuencias son escasas y acotadas lo
que dificulta su busqueda.

Un interés asociado a esta red es que el mismo cassette de genes que establecen el
eje dorsoventral tiene un rol fundamental en la respuesta inmune innata, tanto en
invertebrados como vertebrados. En el caso particular de R. prolixus siendo éste
transmisor del mal de chagas, presente en todo Latinoamérica, ahondar en este tema
podria resultar de gran interés para aplicaciones futuras en el control de esta plaga.

Los insectos presentan una gran variabilidad producto de una rapida evolucién lo
que los constituye una fuente ideal para estudiar de que manera las redes génicas se
modifican frente a diferentes necesidades, Es asi que ha nacido un proyecto cuyo fin es
el secuenciamiento de al menos cinco mil genomas de insectos y artropodos
relacionados (http://arthropodgenomes.org/wiki/i5K) con el fin de alcanzar un

entendimiento mayor sobre la evolucion y filogenia de los artrépodos.
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Especie-gen

Patrén de expresion

Dm-dpp

Tc-dpp

Sg-dpp

Gm-dpp

Of-dpp

Rp-dpp

Dm-toll

Ca-toll
Tc-toll

Sg-toll
Gm-toll
Of-toll
Rp-toll

Dm-dl

Tc-dl
Sg-dl
Gm-dl
Of-dl
Rp-dl

Durante el estadio de blastodermo dpp se expresa en niveles maximos en la superficie dorsal en
membranas extraembrionarias y regiones mas laterales.

En discos imaginales se expresa en una linea P-D que va desde el lado dorsal al ventral

Durante el estadio de blastodermo se expresa bien anterior en la serosa, esta expresion desaparece
cuando el embrién condensa.

En la banda germinal temprana se expresa en los bordes laterales dando origen a las células
ectodermales del embrién. También en la zona de la boca y en una probable regién mesodermal en la
zona de crecimiento.

En la BG extendida se expresa en el ectodermo dorsal, labio, apéndices antenales, bucales y toracicos.
Posteriormente la expresion queda restringida al extremo distal de los apéndices.

Se expresa en primer lugar formando un circulo de células que delimitan el margen del primordio
embrionario, luego en las células marginales de la serosa que migran sobre el embriéon.

En la BG se expresa en forma de U en el extremo posterior y difusamente en los 16bulos cefalicos,
segmentos toracicos y bucales ademas de las células que formaran las regiones dorsales del embrion
En los apéndices forma anillos de expresién débil a distintos niveles sobre el eje P-D.

Se expresa en el extremo distal de los apéndices, neuroectodermo dorsal, porcidn ventral en linea
media ventral. SNC en centros dpticos del cerebro en desarrollo, tejido que formara el corazoén,
estomodeo y débilmente en proctodeo.

En primer lugar se expresa en el blastodermo en la zona donde se invaginara la BG.

Una vez formada la banda germinal se expresa en todo el primordio de los apéndices y luego se
condensa en el extremo de los apéndices toracicos y a medida que elonga se forman anillos de
expresion cerca del extremo distal del miembro.

En el estadio de blastodermo se expresa en el extremo posterior donde se invaginara la banda
germinal. En BG temprana se expresa en todo el primordio de apéndices antenales, bucales y
toracicos. Una vez que los miembros se han elongado se forman anillos de expresion débiles a
distintos niveles sobre el eje P-D

Luego de la fertilizacion el producto materno de toll se activa de manera asimétrica por accion de spdtzle
estableciendo un gradiente

Igual que en D. melanogaster

Durante la oogénesis temprana se expresa en niveles apenas detectables. Posteriormente la expresion
desaparece y durante el estadio de blastodermo temprano la expresion reaparece formando un
gradiente dorsoventral, se cree que a la expresidn materna se suma una expresion zigotica de toll. No
hay expresion en la zona de crecimiento

Sin datos

Sin datos

Sin datos

Inicialmente se almacenaria en forma de cimulos en el preblastodermo y posteriormente, cuando los
nucleos alcanzan la periferia, el mensajero se libera al citoplasma rodeando los nicleos. No se ha
observado expresion de mensajero en estadios posteriores ni en zona de crecimiento

En el presblastodermo el producto materno de dorsal se expresa uniformemente en toda la
circunferencia del oocito. Al momento de la gastrulacion la expresién decae considerablemente. Luego
de la fertilizacion la proteina se acumula en los nticleos sobre el lado ventral del embrién formando un
gradiente

La expresion temprana es similar a D. melanogaster mientras que la proteina s6lo se acumula en la
serosa. No se ha observado expresion posterior en embriones avanzados

Sin datos
Sin datos

Sin datos

Inicialmente se almacenaria en forma de cimulos en el preblastodermo y posteriormente, cuando los
nucleos alcanzan la periferia, el mensajero se libera al citoplasma rodeando los nticleos. No se ha
observado expresion de mensajero en estadios posteriores ni en zona de crecimiento

Tabla 5. Dm

(Coleoptera).

(Hemiptera).

: Drosophila melanogaster (Diptera). Ca: Clogmia albipunctata (Diptera). Tc: Tribolium castaneum

Sg: Schistocerca gregaria (Ortoptera). Gm: Glomeris marginata (Myriapoda). Of: Oncopeltus fasciatus
Rp: Rhodnius prolixus (Hemiptera). dpp: decapentaplegic. dl: dorsal
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1. Soluciones

10x PBS: 320g NaCl
8g KH2P04
46g NazHPO4
llevar a Vf= 4lts con dH20, llevar a pH7,4 con HCI.

PBTw: 1xPBS
0,1% Tween 20
mezclado por 15’ y AUTOCLAVADO OPCIONAL

Solucién Fijadora: [50mM EGTA-Na; (PM=380,35)+ 10%PFA en 1xPBS]. Para 50ml:
0,95g EGTA-Na; llevar a hervor en 40ml de Hz0, agregar
5ml PFA,
disolver, llevar a pH=7 con HCI, llevar a Vf con H20 y filtrar con filtro Whatman 1MM,
alicuotar de a 10ml y almacenar a -202C.

Proteinasa K stock: 10 mg/ml en dH:0, alicuotas de 100ul a -202C.

Mezcla de detergente RIPA: [150mM NaCl,1% NP-40, 0,5% deoxycolato de sodio,
0,1% SDS, 50mM EDTA (PM= 372,24), 50mM Tris-HCI (PM= 157,59) pH8,0] . Para
50ml:

0,44g NaCl

0,93g EDTA

0,39¢g Tris-Hcl (o 833l de Solucién 3M)

5ml NP-40 (10%)

2,5ml deoxicolato de Na (10%)

0,5ml SDS (10%)
Llevar a Vf con H30.

Buffer Alcalino: [100 mM TRIS pH 9,5 (PM= 121,14)+ 100 mM NaCl (PM= 58,44) +
0,1% Tween-20]
Para 50ml (agregar en orden y llevar a Vf con H;0):
(1M Tris: 0,121g/ml - para 10ml: 1,2114g Tris en 8ml de H20, llevar a pH con HCl y
luego a Vf)

5ml 1M Tris pH9,5

0,29g NaCl

0,25ml 20%Tween-20

20x SSC: (segun Maniatis, pag. 1870) = [3M NaCl; 0,3M Citrato de Na]
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175,3g NaCl

88,2g Citrato de Na
Disolver en 800ml de H-0.
Ajustar a pH 7,0 con una sn. de 14N de HCI (junas pocas gotas, no pasarse!).
Ajustar el volumen a 11t con H20. Alicuotar.

Hybe: Solucién de Hibridacion (almacenar a -202C); Vf=50ml

25ml formamida
12,5ml 20xSSC

1ml DNA de testiculo de salmén sonicado por
[10mg/ml] (-209C; hervir 10’ y enfriar en bafio competencia,
de EtOH a -20°C. eliminan
250ul tRNA de levadura (tRNA de Torula sp.) inespecificidad
[20mg/ml] (alicuotas a -202C) en la union de la
25yl Heparina Stock [100mg/ml] (-202C) __| sonda

1ml 20% Tween-20 (concentracion final: 0,1%)

Llevar a pH5.0 con HCl (o acido citrico)
Llevar a Vf: 50ml con dH20.

Hybe-B: [50% formamida; 5xSSC; 0,1%Tween-20]. Para 50ml:
25ml formamida
12,5ml 20xSSC
0,25ml 20%Twenn-20

Llevar a Vf con agua

Hybe-C: [50%formamida, 2xSSC, 0,1%Tween-20]. Para 50ml:
25ml formamida
5ml 20xSSC
0,25ml 20%Twenn-20

Llevar a Vf con agua

Solucidn de hibridacién-anticuerpo: [PBTw, 2mg/ml albimina de suero bovino
(BSA), 5% suero normal de cabra]
20ul 20% Tween-20
200ul BSA [10mg/ml]
50ul suero normal de cabra [100%)]
Llevar a Vf= 2ml con H20.
2x Buffer carbonato: [120mM Na;CO3, 80mM NaHCOs3, pH 10,2] =
50ml  ddH20
0,64-g Na2C03
3,36 NaHCO3
Frizar alicuotas a -202C.
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Solucidén de Stop: [0,2M NaAc, 1% HAc., pH6,0] =
50ml  H30 bidestilada estéril
3,33ml 3M NaAc.
0,5ml HAc.

Liquido de montaje
6g glicerol (p.A.)

2.4 g Mowiol 4-88 (Calbiochem #475904)

6 ml ddH20

Agregar 12 ml de Tris pH 8.5 0.2 M.
- Agitar por 12-24 horas a temperatura ambiente. Dejar reposar por 2-3 horas (el
mowiol nunca se disueve completamente)
- Incubar a 50 grados por 10 min.
- Centrifugar a 5000g por 15 min.
- Hacer alicuotas y guardar a -20 C.
Nota: cuando se descongela asegurarse que la solucién de Mowiol llegue a temperatura
ambiente antes de montar el especimen. Si no se van a formar burbujitas al tiempo de
preparar la muestra.
Se puede agregar 0.1 % DABCO (Diazobiciclo-octano), que es lo que usa Molecular
Probes en el liquido de montaje Slow-Fade. Es barato, se puede comprar en Aldrich (#
D2,780-2).

2. Solucion de problemas en la hibridacion in situ

Una buena tincién y una buena morfologia son casi mutuamente excluyentes. Las
condiciones de hibridacién (duracion, pH, T?) y el tratamiento con proteasas deben
balancearse de modo tal que los embriones no se desintegren. Para facilitar el
mantenimiento del balance preparar por anticipado grandes cantidades de PBTw,
Solucidn Fijadora, Hybe, sondas, embriones y proteasa en alicuotas.

* Si los embriones se disuelven durante la hibridacidén, se desintegran o se pegotean
durante los lavados después de la hibridacion o durante la tincién:

- asegurarse de que la solucién de hibridacién esté a pH5, a 70°C los embriones se
desintegran si el pH es 7,5.

- variar el tratamiento con proteinasa K: muy bajas concentraciones provocan una
sefial débil y mucho fondo de tincion. Concentraciones demasiado altas causan
pérdida de sefial y mala morfologia. Los resultados muy variables se pueden deber
a variaciones de Temperatura ambiente., pH del PBTw, lote de la enzima, tiempo
de almacenamiento previo de los embriones en EtOH (probar con 5ul de proteasa
para embriones frescos), y contaminacion con trazas de PFA.

-a 70°C no se debe hibridar un tiempo mayor a 12hs.

- importante: durante los lavados luego de la hibridacién, rotar los embriones
suavemente moviendo los tubos manualmente de tiempo en tiempo, no agitar en
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agitador orbital; asegurarse de que los embriones no estén deformados por la
tensién superficial cuando quedan atrapados entre burbujas de aire y plastico.
* Mucho fondo / baja sefial:
- Preabsorcion de anticuerpo primario
Cuando los anticuerpos no son suficientemente puros, puede haber fondo de tinciéon
por uniones inespecificas. Si esto ocurre, debe hacerse una preabsorcién (por tnica
vez, cuando se usan anticuerpos nuevos), usando embriones que se descartaran
luego del tratamiento. Asi se elimina todo aquello que se une al embrién de manera
inespecifica.
Lavar 0,5ml de embriones preparados en PBTw (W W W W20 W20)
Agregar:
15ml PBTw
300pl suero de cabra (=2%; para bloquear y para estabilizar el anticuerpo)
7,5ul anticuerpo policlonal anti-Dig (p.ej. 1:2000)
150ul de 10% NaN3 (=0,1%; antibiotico; alicuotas frizadas)
500ul embriones preparados
Rotar 0.N. a 4°C o 4hs. a temperatura ambiente.

- Digestion con proteinasa K:

Si la tincidon es insuficiente, es probable que sea necesario agregar este paso entre

los pasos 5 y 6 de la hibridacién

1.- incubar 5’ en 1ml PBTw + 1ul de proteinasa K [10mg/ml]!. (T2amb=252C). Agitar

los tubos x 4’, dejar los embriones precipitar por 1’. Detener inmediatamente

procediendo con el siguiente paso.

2.-RR con PBTw

3.- pos-fijar de nuevo con 500ul PBTw + 500ul de solucién fijadora x 20’ en

agitacion.

4.-RRWR con PBTw

- controles negativos: embriones con delecion para el gen en cuestién para
hibridacién inespecifica y embriones sin sonda para la pureza del anticuerpo

- reducir la cantidad de sonda; comprobar la hidrdlisis de la sonda; comprobar que
la sonda reconozca solamente el inserto del vector.

- preabsorber muy bien el anti-Dig (3x si es necesario).

- incrementar la concentracion de proteinasa, duracidn de hibridacion o variar el pH
del Hybe (pH 5 - 7)

- incrementar la T2 durante la hibridacién

- cuando estan bajos los mRNAs que normalmente son abundantes, el tratamiento
del PBTw con DEPC y el trabajo en condiciones estériles son importantes; los
guantes no son necesarios si se tiene el cuidado de no tocar las regiones interiores
del tubo

1 , . . ~

Varia con la muestra, para poner a punto el tiempo correcto, colocar los embriones en una pequefia placa de
Petri, en agitacion y observarlos cada minuto, realizar una “curva de destruccién”, la mitad del tiempo
requerido para que empiecen a romperse es el tiempo de incubacién.
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- el tratamiento con RNAsa después de la hibridaciéon no sirve: reduce la sefial e
incrementa el fondo de tincién (incluso a 5pg/ml)
* formas precipitadas durante la reaccién de tincion:
- precipitados amorfos y descoloridos, si el buffer de tinciéon estd contaminado con
PBT.
- manchas amarillas/marrones a veces aparecen en tinciones O.N. El buffer de

tincidon debe prepararse fresco y la solucion debe mezclarse cada vez que se agrega
un componente.

- pequenios cristales azules en los embriones: guardar los embriones tefiidos para el
montaje solamente en EtOH 702 a T2amb.

* Los embriones se aglutinan en una gota de agua en el histoclear:
- volver a ponerlos en EtOH, deshidratar mejor

* Los embriones se contraen, arquean y oscurecen al contacto con el histoclear o
el medio de montaje:
- hacer el pasaje del EtOH al histoclear en pequefos pasos: usar histoclear
premezclado en EtOH 10%, 20%, 50%, 100%.
- montaje: primero dispersar los embriones en el porta, luego agregar el medio de
montaje a los lados, rodeandolos. Mezclar y distribui suavemente inclinando el
porta.

* Histomount (National Diagnostics, equivalente a Histoclear) vs. Permount (Fisher
Scientific): en Permount los embriones son un poco menos transparentes, pero la dptica
de Normarski es mucho mejor.

* Sondas de DNA: hacer la hibridacién y prehibridacién a 48°C, hervir y enfriar la sonda
antes de agregar a los embriones. Usar pH mayor para el Hybe (hasta 7).
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