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RESUMEN 
 

El advenimiento de las nuevas tecnologías de secuenciación masiva ha permitido conocer 

los genomas y transcriptomas de varios platelmintos parásitos responsables de enfermedades 

relevantes tanto en la salud humana como animal. Esto ha revelado aspectos relevantes de 

la biología parasitaria, pero sin embargo, buena parte de las secuencias generadas aún no han 

sido exploradas por lo que es necesario realizar estudios que permitan su identificación. La 

Bioinformática ofrece métodos rápidos, económicos y robustos para el análisis de este tipo 

de datos. 

Los ARN pequeños han surgido como reguladores relevantes de la expresión génica durante 

el desarrollo en distintos organismos. Dada la disponibilidad de datos en platelmintos 

parásitos en el presente trabajo evaluamos la conservación de las vías de silenciamiento 

génico en los platelmintos, focalizando en la regulación mediada por microARNs. Hallamos 

que la vía de silenciamiento por microARNs esta conservada en todos los platelmintos pero 

presenta características diferentes. Identificamos variantes exclusivas de platelmintos en 

Dicers y Argonautas dos de los principales componentes de las vías mediadas por ARN 

pequeños. En particular detectamos un nuevo grupo de proteínas Dicer con variantes en su 

estructura proteica entre distintos linajes de platelmintos. Por otro lado detectamos un nuevo 

grupo de proteínas Argonauta exclusivo de platelmintos.  

Por otro lado, tomando como modelo el trematodo Fasciola hepatica, estudiamos el perfil 

de expresión de ARNs pequeños en el estadio invasivo al hospedero mamífero y lo 

comparamos con los datos previamente reportados en adultos. Identificamos 40 microARNs 

distintos (incluyendo algunos noveles) ampliando la cantidad de familias de miARNs 

conocidas en este trematodo. Si  bien la mayoría de los miARNs identificados pertenecen a 

familias ancestrales conservadas entre organismos protostomados y metazoarios, 
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observamos una reducción en el miRNoma dada la ausencia de varias otras familias 

conservadas en metazoarios. 

Notablemente hallamos una menor conservación de secuencia en los miARNs maduros entre 

especies de platelmintos en comparación con otros metazoarios, sugiriendo que la tasa 

mutacional en los platelmintos parásitos podría ser alta. 

Por otro lado detectamos una población de ARN pequeños de 32 a 33 nucleótidos que fueron 

identificadas como secuencias derivadas de ARN de transferencia, la mayoría 

correspondientes a mitades 5’ de tARNs (tRNA halves). Se ha detectado que tARN halves 

son reguladores de la expresión génica en otros organismos, por lo tanto podrían intervenir 

en la regulación de la expresión génica junto con los miARNs en este parasito. 

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que los platelmintos presentan varias 

particularidades en los mecanismos de regulación mediados por ARN pequeños en 

comparación con otros organismos. Estas singularidades requieren un  estudio más detallado 

y pueden aportar al conocimiento de los mecanismos de regulación en general y 

potencialmente ser un blanco relevante para el diseño de nuevas drogas o estrategias 

diagnósticas.     
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INTRODUCCIÓN 
 

1 Fasciola hepatica  como problema sanitario 
 

Fasciola hepatica pertenece a la clase Trematoda del phylum platelmintos (que deriva de las 

palabras griegas ‘platys’ que significa plano y ‘helmintos’ que significa gusano). Junto a 

Fasciola gigantica producen la fasciolosis, una enfermedad de distribución mundial que 

afecta principalmente al ganado pero también al hombre 

(http://www.who.int/foodborne_trematode_infections/fascioliasis/en/). La fasciolosis es una 

zoonosis, lo que significa que la enfermedad puede ser transmitida de animales a humanos. 

Ambas especies de Fasciola se superponen en varias áreas de África y Asia, mientras que 

F. hepatica se distribuye predominantemente en áreas templadas y resulta el causante de la 

enfermedad en las Américas, Europa y Oceanía (Mas-Coma, Bargues, and Valero 2005) 

(Figura 1). 

 

Figura 1. Distribución de Fasciola spp.  

F. hepatica se distribuye predominantemente en areas templadas mientras que F.gigantica 

predomina en áreas tropicales de Africa y Asia. 

http://www.who.int/foodborne_trematode_infections/fascioliasis/en/
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F. hepatica infecta a más de 300 millones de bovinos y 250 millones de ovinos a nivel global, 

produciendo perdidas económicas estimadas en 3 billones de dólares anualmente debido a 

la reducción en la productividad de los animales infectados (Mas-Coma, Bargues, and 

Valero 2005; Robinson and Dalton 2009). En nuestro país entre el 50 y 60% del ganado 

bovino y ovino está infectado (Acosta D 1991; Sanchis, Suarez, et al. 2015; Sanchis, Hillyer, 

et al. 2015). El impacto económico que produce esta parasitosis es importante si se tiene en 

cuenta que se pierden anualmente 6 millones de dólares solo a causa del decomiso de hígados 

(según los datos de la Auditoria de Calidad de la Cadena Cárnica de 2007-2008). A esto se 

le deben sumar las pérdidas económicas ocasionadas por anemia, disminución en la 

producción de leche, reducción en la fertilidad y tratamiento de los animales infectados 

(Sanchis, Hillyer, et al. 2015; Sariözkan and YalÇin 2011). 

Adicionalmente a la afectación de especies productivas, se estima que entre 2.4 y 17 millones 

de personas están infectados en el mundo y que 91 millones están en riesgo (Keiser and 

Utzinger 2005; Keiser and Utzinger 2009). Las áreas rurales de las regiones Andinas de Perú 

y Bolivia son las regiones más afectadas en el mundo con rangos de prevalencia de entre 6 

y 68% (Marcos, Terashima, and Gotuzzo 2008; Parkinson, O’Neill, and Dalton 2007).  Si 

bien la enfermedad es tratable con antihelmínticos como el triclabendazol, ya han sido 

descriptas cepas resistentes a esta droga en varios países como Australia, Irlanda, Reino 

Unido, Países Bajos y España. 

1.1 Un ciclo de vida complejo que debe estar finamente regulado 

 

El ciclo de vida de F. hepatica comienza cuando los huevos, liberados al ambiente en las 

heces contaminadas del hospedero definitivo, alcanzan un espejo de agua fresca donde se 

desarrollan a miracidios. Los miracidios liberados del huevo infectan caracoles del género 

Lymnea, que son el hospedero intermediario (Figura 2).  
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Dentro del caracol los miracidios se transforman en esporocistos, y estos, por amplificación 

asexual dan lugar a redias (una forma intermedia, que permanece parasita del caracol) y 

cercarías. Las cercarías se liberan del caracol y se enquistan en plantas acuáticas. Estas 

formas quísticas de resistencia denominadas metacercarias, son las que infectan al hospedero 

definitivo al ser ingeridas junto a la vegetación (o vegetales infectados en el caso humano) 

(Keiser and Utzinger 2005).  

 

Figura 2. Ciclo de vida de F.hepatica 
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Una vez en el tubo digestivo del hospedero definitivo diversos factores (las enzimas 

digestivas, las sales biliares, el potencial redox, el pH, la temperatura) activan a la 

metacercaria, que se desenquista a una forma juvenil (NEJ por sus siglas en ingles). Los 

juveniles atraviesan la pared duodenal y migran en la cavidad peritoneal hasta alcanzar y 

penetrar el hígado. Las formas inmaduras que migran por el parénquima hepático generan 

lesiones importantes que son la causa principal de la enfermedad aguda. El destino de esta 

migración son los canalículos biliares mayores donde el parásito madura sexualmente 

alcanzando el estadio adulto y genera miles de huevos diarios.  

 

1.2 Variación de la expresión génica durante el estadio juvenil 

 

A diferencia de lo que sucede con el parásito adulto que sobrevive en el ambiente 

inmunológicamente seguro de los canalículos biliares, los NEJ son el primer contacto del 

parasito con el huésped, y a lo largo del proceso de invasión se ven enfrentados a distintos 

microambientes, interactuando directamente con diversos tejidos y sistemas del huésped. En 

nuestro grupo se demostró que este proceso está acompañado de una expresión diferencial 

de genes, con algunos de ellos de expresión exclusiva en los estadios juveniles (Cancela et 

al. 2008; Corvo et al. 2009; Cancela et al. 2010). Estas variaciones en la expresión de genes 

entre los diferentes estadios, deben estar finamente reguladas. Como forma de estudiar 

algunos de estos mecanismos nuestro grupo aposto al silenciamiento génico mediado por 

ARN pequeños (Dell’Oca et al. 2014). 
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2 Los ARNs pequeños como reguladores generales de la 

transcripción 
 

El descubrimiento de las vías de silenciamiento génico mediada por ARN pequeños 

transformó la forma en que entendemos la regulación de la expresión génica. Los principales 

mediadores del silenciamiento en estas vías son ARN pequeños de 20-30 nucleótidos de los 

cuales los más conocidos son microARNs (miARNs), ARN pequeños interferentes 

(siARNs) y ARNs de unión a proteínas Piwi (piARNs). 

Otros grupos de ARN pequeños con capacidad de regular de la expresión génica han sido 

identificados recientemente, como los tARN halves derivados de tARNs (Thompson and 

Parker 2009;  Garcia-Silva et al. 2010), heterochormatin small interfering RNA (hc-siARN), 

trans acting siRNA (ta-siARN), natural antisense short interfering RNA (nat-siARN) y DNA 

damage-induced small RNA (qiARN)(Choudhuri 2009). Aunque poco se sabe de estos 

nuevos ARN pequeños su descubrimiento plantea nuevas interrogantes sobre los sistemas 

de regulación génica en los seres vivos. 

2.1 Descubrimiento de las vías de ARN pequeños 

 

Las vías de regulación mediadas por ARN pequeños han sido estudiadas principalmente en 

el nematodo Caenorhabditis elegans, primer organismo en que se describió la interferencia 

de ARN (ARNi) por medio de un ARN doble cadena exógeno (ARNdc), y en que se 

identificó por primera vez un miARN, lin-4 (Lee 1993). Los primeros indicios fueron 

publicados por el grupo de Fire en 1991, donde estudiando el silenciamiento por ARNs 

exógenos sospecho de la existencia de una nucleasa de ARN doble cadena  (Fire et al. 1991) 

(Figura 3). 
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Figura 3. Primeros indicios del mecanismo de silenciamiento mediado por ARN en C. 

elegans (Tomado de Fire et al. 1991) 

 

Posteriormente el mismo grupo describió la vía de silenciamiento mediada por ARN doble 

cadena que hoy conocemos como ARNi (Fire et al. 1998) (Figura 4). 

 

Figura 4. Esquema del mecanismo de RNAi descripto en C. elegans 
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En el año 1999 se reportan los primeros genes participantes de las vías de ARN pequeños 

por la identificación de cepas mutantes de C. elegans resistentes a la interferencia (Tabara et 

al. 1999; Ketting et al. 1999). A partir de entonces, rápidamente comenzaron a identificarse 

miembros de estas vías en otros organismos tan diversos como humanos e insectos. 

En 2001, Grishok y col. (Grishok et al. 2001) identificaron el ortólogo en C. elegans de 

Dicer, la proteína central de las vías de ARN pequeñas, que fuera reportada ese mismo año 

en Drosophila (Bernstein et al. 2001), y construyen el primer modelo de las vías. En este 

modelo ya se diferencian las tres grandes vías de generación de ARN pequeños, la vía de 

microARNs, la vía de ARNi y la vía de ARNs endógenos aún poco conocida en ese momento 

(Figura 5).  

 

 

Figura 5. Primer modelo de las vías de ARN pequeños en C. elegans.  

Se diferencian las tres grandes vías de generación de ARN pequeños, la vía de microARNs, 

la vía de ARNi y la vía de ARNs endógenos. Tomado y modificado de Grishok et al, 2001. 

 

micro ARN exoARNi endoARNi 
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Estos descubrimientos ofrecían una via sencilla de estudiar la función génica en organismos 

donde no existía información genómica para generar silencianmiento por knockout. Esto 

condujo a estudiar la existencia y aplicación de estas vías de ARN pequeños en otros 

organismos no modelo, por su gran potencial como herramienta para el estudio de la función 

génica (ARNi) y por su rol en la regulación de la expresión génica (miARNs). 

2.2 Interferencia por ARNdc en platelmintos 

 

El silenciamiento génico ha sido demostrado en varios platelmintos, y ha resultado 

fundamental en el estudio de la función génica en planarias  (Sánchez Alvarado and 

Newmark 1999). En platelmintos parásitos esta herramienta se ha desarrollado 

principalmente en los Schistosomas (Krautz-Peterson et al. 2010; Sripa et al. 2011; Newmark 

et al. 2003). El grupo del cual formo parte a sido pionero en esta área, primero logrando el 

silenciamiento del gen reportero luciferasa en S. mansoni y F. hepatica (Rinaldi et al. 2008), 

y recientemente optimizando el  silenciamiento usando como modelo el gen de la 

aminopeptidasa de leucina (LAP) en el estadio juvenil de F. hepatica (Dell’Oca et al. 2014).  

Estos resultados demuestran la existencia de una vía de silenciamiento por ARN exógeno, 

en estos organismos,  y abrieron la puerta a pensar en que posiblemente otros mecanismos 

mediados por ARN pequeños pudieran estar teniendo lugar en la regulación normal en el 

ciclo de F. hepatica. 

3 Vías mediadas por ARNs pequeños en Caenorhabditis elegans 
 

C. elegans es el organismo donde mejor se han descripto las vías de regulación mediadas 

por ARNs pequeños y es la referencia más utilizada por los trabajos que investigan las vías 

de ARN pequeños en organismos no modelo. 

Los primeros resultados de genes asociados a las vías surgieron a partir del estudio en C. 

elegans que presentaban mutaciones que los hacían resistente a la interferencia por ARN. 
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Así se identificaron proteínas como las RDE (Rnai DEfficient) o las MUT (MUTator) 

(Tabara et al. 1999; Ketting et al. 1999), las que fueron numeradas consecutivamente a 

medida que se fueron describiendo. Sin embargo en la mayoría de los casos, los genes 

codificantes de estas proteínas no forman parte de una misma familia génica o no cumplen 

funciones similares. Por ejemplo, mientras que RDE-1 es una proteína de la familia 

Argonauta, RDE-4 es una proteína de unión a ARN doble cadena (ARNdc). Esta 

nomenclatura puede resultar algo confusa, y por lo tanto, en las descripciones de las vías que 

haremos más adelante indicaremos la función asociada a los nombres de los genes en 

aquellos casos que sea relevante. 

3.1 Dicer es la proteína central de las vías de síntesis de ARN 

pequeños 
 

Dicer fue identificada como una ribonucleasa que funciona al inicio de la ARNi (Bernstein 

et al. 2001). Pertenece a la familia de las enzimas Ribonuclasas de tipo III (RNasa III), un 

grupo de enzimas que tienen especificidad por ARNdc. La familia de las RNasa III se divide 

en tres clases estructurales. Dicer pertenece a la clase III y contiene un dominio DEXH-box, 

un dominio ARN helicasa, dos dominios Ribonucleasa III, un dominio PAZ y un dominio 

de unión a ARNdc (DSRM o dsRBD) (Figura 6). 

 

Figura 6. Estructura de Dicer. Tomado de MacRae et al. 2006. 
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Las Dicer tienen un centro de procesamiento de ARN. Dentro de este centro, cada dominio 

Ribonucleasa III cliva una de las hebras del ARNdc. La dimerización intramolecular de los 

dominios Ribonucleasa III, en cooperación con los dominios de unión a ARN, PAZ y 

dsRBD, resultan en un centro de procesamiento que genera ARNdc de aproximadamente 21 

nucleotidos (nt), con un desfasaje de dos nucleótidos en 3’ (Jaronczyk, Carmichael, and 

Hobman 2005).    

3.2 Las Argonautas guían el silenciamiento 
 

Las proteínas Argonauta forman una superfamilia altamente conservada que se encuentran 

en diversos organismos desde archaeas a humanos (Jaronczyk, Carmichael, and Hobman 

2005). En humanos existen 8 genes Argonauta, 5 en Drosophila (Jaronczyk, Carmichael, 

and Hobman 2005; Hutvagner and Simard 2008), sin embargo el genoma de C. elegans 

codifica 26 de estas proteínas (Hutvagner and Simard 2008). Aparentemente, en algunos 

Nematodos las Argonauta cumplen funciones altamente especializadas lo que explicaría esta 

amplificacion (Dalzell et al. 2011; Hutvagner and Simard 2008). 

Las Argonautas contienen dos dominios funcionales, un dominio PAZ y un dominio C-

terminal, PIWI. El dominio PAZ se une al desfasaje de 2 nucleótidos en 3’ de los ARNdc 

pequeños generados por Dicer y el dominio catalítico PIWI cliva la hebra complementaria o 

pasajera de los ARNdc pequeños (Hutvagner and Simard 2008). Esto genera el ARN 

pequeño maduro (siARN o miARN) que se mantiene asociado a la proteína Argonauta, y 

junto a otros factores forman el complejo efector RISC (RNA induced Silencing Complex) 

que silencia la traducción del ARNm (Grishok 2005; Sylvia E J Fischer 2010). 
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3.3 El complejo efector RISC 
 

El complejo RISC esta formado mínimamente por una proteína Argonauta asociada a un 

miARN o siARN. Sin embargo, se han identificado otros factores que forman parte del 

complejo RISC, principalmente por ensayos de purificación (Caudy et al. 2002)(Caudy et 

al. 2003).  

Otros componentes identificados asociados a RISC son la enzima TSN-1 (Tudor 

Staphylococcal Nuclease) que tiene cinco dominios homólogos a la nucleasa microcoal y 

podría ser la enzima exonucleasa de RISC (Grishok 2005), una proteína de unión a ARN 

llamada VIG-1 (Vasa Interonic Gene) (Caudy et al. 2002; Chan et al. 2008) y dos proteínas 

que interaccionan directamente con las proteínas ALG y que están localizadas en los cuerpos 

P llamadas AIN-1 y 2 (Kuzuoglu-Öztürk et al. 2012). 

El silenciamiento de la traducción puede ocurrir por dos mecanismos. En la vía exógena o 

de ARNi la complementariedad perfecta entre el siARN y su ARNm blanco produce la 

degradación del ARNm blanco mediada por el dominio PIWI de la proteína Argonauta del 

complejo RISC (o en este caso siRISC) (Figura 7). 

En el caso de los miARNs o miRISC la unión es más inespecífica y puede haber múltiples 

mARN blanco para un mismo miARN. Básicamente, la especificidad del blanco de un 

miARN esta dada por la complementariedad de secuencia entre la región semilla 

(nucleótidos 2-8) del miARN y la región 3’ no traducida (3’ UTR) del ARN mensajero 

blanco. En este caso el mecanismo efector sería el bloqueo de la traducción y la 

desestabilización del ARN mensajero (Figura 7). 
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Figura 7. Diferencias en el mecanismo de silenciamiento mediado por siARN o miARN. 

 

 

3.4 Vía de ARNi 
 

En varios organismos la introducción de ARNdc exógeno puede inducir el silenciamento 

post-transcripcional de un gen específíco. Esta resupuesta es mediada por la vía de ARN 

interferente (tambien llamada vía de ARN exógeno). La vía de ARNi como ya se dijo, fue 

la primera descubierta, esta conservada a lo largo de la evolución y posiblemente surgio 

como un mecanismo de defensa contra ARNdc virales u otros parasitos géneticos (Zamore 

and Haley 2005).  

En C. elegans los ARNdc largos son transportados dentro de las células y procesados en 

siARNs de aproximadamente 22 nt. La incorporación de ARNdc esta mediada unas proteinas 

de canal transmembrana llamadas SID-1 y SID-2 (van Roessel and Brand 2004)(Figura 8).  
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Figura 8. Vía de ARNi en C.elegans. 

 Los ARNdc son procesados por un complejo formado por RDE-4, DCR-1, DRH-1/2 y RDE-

1. RDE-1 junto con el siARN maduro silencian la traducción de su ARNm blanco. A su vez, 

el siARN unido al ARNm es usado como plantilla para producir nuevos siARNs produciendo 

la amplificación de la señal interferente (Figura tomada y modificada de Fischer 2010).  

 

 

En el citoplasma el ARNdc exógeno es reconocido por RDE-4, una proteína de unión a 

ARNdc largo. RDE-4 unido a ARNdc promueve la formación de un complejo que procesa 

el ARNdc largo en siARNs maduros. Este complejo esta compuesto por la enzima RNasa 

III DCR-1 (el ortólogo en C. elegans del gen Dicer descripto en Drosophila) que cliva 

procesivamente el ARNdc.  
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Dos proteinas con dominio DexH-box/Helicasa (DRH-1 y DRH-2) y una proteina Argonauta 

(RDE-1) también forman parte de este complejo (Tabara et al. 2002). RDE-1 se une a los 

siARNs estabilizandolos y cliva la hebra complementaria o pasajera. Los siRNA maduros 

permanecen unidos a RDE-1 formando el complejo RISC. 

En algunos organismos como las levaduras, las plantas y C.elegans ocurre un fenómeno de 

amplificación de la señal interferente (Jamalkandi and Masoudi-Nejad 2011). La unión de 

siARN al ARNm es usado como plantilla para la síntesis de ARN, por unas enzimas llamadas 

en conjunto ARN polimerasas dependientes de ARN (RdRP, RNA dependent RNA 

Polimerases) (RRF-1 y EGO-1 en la Figura 8). Estas enzimas extienden el siRNA por su 

extremo 3’ tomando como molde al ARNm. Esto regenera un ARNdc que es procesado por 

un grupo de proteínas Argonauta secundarias (SAGOs, secondary argonautes), que resulta 

en nuevos siARN, amplificando la señal silenciadora (Fig.8) Estos ARNdc generados por la 

amplificación pueden ser exportados a otras células, permitiendo que el silenciamiento 

génico se extienda a otros tejidos (Fischer 2010) (Jamalkandi and Masoudi-Nejad 2011). 

3.5 Vía de microARNs 
 

Los primeros miARNs descriptos fueron lin-4 y let-7 por su papel como reguladores del 

desarrollo en C. elegans. Lin-4 parece ser relevante en la transición del estadio larval uno al 

dos, mientras que let-7 controla el pasaje del estadio larval tardío a adulto (Lee 1993; 

Reinhart et al. 2000). 

Los miARNs son secuencias cortas de 21 a 23 nucleótidos de largo que regulan 

negativamente la traducción de genes codificantes de proteínas. Esto produce la degradación 

o el bloqueo de la traducción del mensajero. La presencia de miARNs ha sido descripta en 

organismos tan diversos como plantas, metazoarios y virus de eucariotas (Tarver et al. 2013; 

Wheeler et al. 2009). 
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Los locus de los miARNs se encuentran ubicados generalmente en regiones intergénicas y 

cuentan con las secuencias regulatorias reconocidas por la ARN polimerasa II, por lo que 

una vez transcriptos se les agrega el capuchón 5’ y la cola poly-A. Posteriormente los 

transcriptos primarios, llamados pri-miARNs, son procesados dentro del núcleo a pre-

miARNs por el complejo microprocesador formado por una proteína de unión a ARNdc 

llamada Pasha (PASH-1) y una proteína con actividad RNasaIII llamada Drosha (DRSH-1) 

(Figura 9).  

 

Figura 9. Vía de sintesis de miARNs en C.elegans. 

Los pri-miARNs son procesados por el complejo microprocesador, los pre-miARNs son 

exportados al citoplasma donde son procesados por Dicer y ALG-1/2 en miARN maduros. 

El complejo miRISC inhibe la traducción y desestabiliza el ARNm (tomado y modificado de 

Fischer et al. 2010) 

 

Los pre-miARNs tienen una estructura en horquilla de aproximadamente 70 nucleótidos de 

largo y son exportados al citoplasma desde el núcleo por una canal de membrana llamado 

exportina (XPO-1) (Büssing et al. 2010). A continuación, los pri-miRNAs son procesados 

por la enzima RNasaIII Dicer junto con las proteínas argonautas ALG (Argonaute Like 
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Gene), ALG-1/2 cumplen una función similar a la de RDE-1 en la via de RNAi separando 

la hebra madura de la complementaria, generando un miARN maduro. La hebra madura 

junto ALG-1 y ALG-2 forman el complejo miRISC (Figura 9).  

Los miARNs también pueden estar codificados en regiones intrónicas de genes. A este tipo 

de miARNs se los llama mirtrons. Son procesados dentro del núcleo por la maquinaria de 

splicing sin recurrir al complejo Microprocesador y son exportados al citoplasma como otros 

pre-miARNs. 

 

3.6 Vía de síntesis de endoARNs 
 

Además de las vías de miARNs y siARNs existe una vía de interferencia dependiente de 

ARNdc largos endógenos derivados de ARN antisentido de secuencias codificantes y 

elementos transponibles, que parecen regular genes expresados en la línea germinal (Pavelec 

et al. 2009). Si bien está vía aún no ha sido tan bien estudiada como las anteriores, la via de 

ARNi endógeno presenta muchas similaridades con la vía de ARNi exógeno.  

La vía endógena de ARNi comparte a las proteínas de unión a ARNdc largo, RDE-4, y a la 

RNasaIII Dicer (DCR-1) (Duchaine et al. 2006) con la via exógena. ERGO-1 es la argonauta 

de esta vía y podría cumplir una función similar a RDE-1 en la vía exógena (Figura 

10)(Fischer 2010).  
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Figura 10. Vía de ARNi endogéno.  

El complejo ERI/Dicer es el complejo efector de esta vía. Como en la vía exógena de ARNi, 

en la vía endógena también puede ocurrir una amplificación de la señal interferente. 

 

Al igual que en la vía exogena de ARNi los ARNm blancos de los siARN endógenos son 

degradados. Participa un complejo efector tipo RISC denominado complejo ERI/Dicer 

(Pavelec et al. 2009). Esta formado por una proteína con dominio Helicasa DRH-3 que esta 

en complejo con Dicer y es esencial para el funcionamiento de la vía endógena (Duchaine 

et al. 2006). A su vez, DRH-3 y Dicer están en complejo con una ARN polimerasa 

dependiente de ARN, llamada RRF-3, y con otros factores llamados en conjunto ERI ( 

Enhanced RNAInterference), nombrados así porque su silenciamiento potencia la 

interferencia mediada por ARNdc exógeno. Esos resultados hicieron suponer que existe una 

situación de competencia por factores comúnes entre las vías de ARNi exógena y endógena 

(Duchaine et al. 2006; Fischer 2010). Como en la vía exógena de ARNi, en la vía endógena 

también puede ocurrir una amplificación de la señal interferente. 
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3.7 Silenciamiento nuclear y remodelación de la cromatina 
 

Una tercera vía derivada es el silenciamiento de la transcripción a nivel nuclear mediado por 

la interacción con otra proteína argonauta (NRDE-3). Esta transporta los siARNs 

secundarios al núcleo, donde interactúa con otros factores produciendo el silenciamiento 

génico por remodelación de la cromatina (Figuras 8 y 10). Entre los factores remodeladores 

que intervienen en el silenciamiento mediado por ARN pequeños están HPL-1 (un homólogo 

de la proteína de heterocromatina HP-1), y enzimas modificadoras de la cromatina como la 

metil transferasa PRMT-5, ZFP-1 (una proteína con dominio dedos de zinc) y proteínas del 

complejo Polycomb. Estas modificaciones epigenéticas mantienen la señal silenciadora por 

varias generaciones luego de la señal inductiva (Grishok 2005;  Fischer 2010). 

3.8 Biogénesis de piRNAs 
 

En paralelo a los ARN pequeños de 21-23 nt se descubrieron otros ARN mayores de entre 

26-30 nt expresados fundamentalmente en las células de la línea germinal de la mayoría de 

los metazoarios. Estos ARNs fueron denominados piARNs, pues interactúan con proteínas 

Piwi y parecen ser fundamentales para silenciar la expresión de elementos transponibles. En 

la línea germinal la función de los piARNs unidos a las Piwi (perteneciente a la familia de 

las Argonautas) previene la acumulación de cambios en el genóma en las siguientes 

generaciones.  

En Drosophila melanogaster hay 3 proteinas Piwi: Piwi, Aubergine (Aub) y Ago-3. Este 

tipo de proteínas parecen ser esenciales para la fertilidad por pruebas hechas en mutantes de 

diferentes especies. Los piARNs derivan de clusters de elementos repetidos de la 

heterocromatina telomérica y pericentromérica, y son transcriptos por la ARNpol II y 

transportados al citoplasma. Los precursores de los piARNs son procesados por unas 

proteínas de la membrana mitocondrial llamadas Zucchini (Zuc) junto a Gasz, que a su vez 
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reclutan a la DEAD-box helicasa Armi y a Piwi/Aub para la formación del complejo piARN: 

Piwi/Aub. Adicionalmente existe una vía de amplificación secundaria llamada ciclo ping-

pong, y que se basa en la preferencia de Piwi/Aub por piARNs con un U el extremo 5’ y que 

la secuencia sea antisentido a la secuencia del transposon. Estos piARNs son capaces de 

unirse por complementariedad a los transcriptos derivados de transposones y Piwi/Aub 

clivandolos en la posición 10 u 11 del piARN, generando un piARN que tiene el mismo 

sentido que el transposon y es incorporado en la Ago-3 que a su vez se va a unir al precursor 

de los piRNAs para generar nuevos piRNAs antisentido. 

El mecanismo descripto en Drosophila es similar al de mamíferos pero distinto al descripto 

en C. elegans, donde este tipo ARN pequeño es llamado 21U por tener un largo de 21 nt. y 

preferentemente un U en el extremo 5’. Los piARN maduros se unen a PRG-1 (Piwi Related 

Gene) una proteína de la familia Argonauta que si bien son esenciales para la estabilidad de 

los piARN maduros no parecen participar en su biogénesis. Igual que en D. melanogaster 

los genes de los piARN son transcriptos por la ARN pol II pero los transcriptos primarios 

tienen un largo menor, de 28 a 29 nt. La transcripción de los genes de piARN está regulada 

por un motivo llamado Ruby al que se unen un grupo de reguladores de la transcripción que 

en conjunto se denominan proteínas Forkhead. Si bien se han descripto otros factores 

reguladores e intermediarios, aun no se conocen las proteínas involucradas en la maduración 

de los precursores. Si bien en C. elegans existe una vía de amplificación de piARN esta es 

diferente a la descripta en D. melanogaster y mamíferos e involucra un proceso similar al 

descripto para la biogénesis de siARNs secundarios (Weick and Miska 2014). 
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4 Biogénesis de ARNs pequeños en platelmintos 
 

Los estudios de silenciamiento por RNAi en planarias, S. mansoni y otros trematodos 

demostraron que algunas de estas vías están presentes en platelmintos, pero se conoce poco 

de los genes responsables de las mismas. Por otro lado diversos estudios han demostrado la 

presencia de miRNA como reguladores tanto en platelmintos de vida libre como Schmidtea 

mediterranea (Palakodeti, Smielewska, and Graveley 2006; Lu et al. 2009), como en las 

distintas clases parasitas: monogenea como Gyrodactilus salar (Fromm et al. 2013), en los 

cestodos del genero Echinococcus spp. (Cucher et al. 2011; Bai et al. 2014; Cucher et al. 

2015), Hymenolepis microstoma (Jin et al. 2013) y Taenia saginata (Ai et al. 2012), y en los 

trematodos incluyendo las dos especies principales de Schistosoma spp. (Simões et al. 2011; 

de Souza Gomes et al. 2011; Cai et al. 2013; Sun et al. 2014), Clonorchis sinensis (Xu et al. 

2010), Eurytrema pancreaticum (Xu et al. 2013) y en el estadio adulto de F. hepatica (Xu 

et al. 2012; Fromm et al. 2015). 

Si bien los ARNs pequeños han sido descriptos en varios gusanos planos, las vías de sintesis 

de ARNs pequeños son aún poco conocidas en estos organismos. Se han descripto apenas 

algunos ortólogos de proteinas claves como Dicer, Drosha, TSN y exportina en S. mansoni 

(Gao et al. 2014; Krautz-peterson and Skelly 2008; Gomes et al. 2009), SID-1 en S. mansoni 

y japonicum (Krautz-Peterson et al. 2010), y proteinas de la familia Argonauta en S. 

mansoni, S. japonicum, S. haematobium, E. granulsus, E. multilocularis, H. microstoma, T. 

solium y S. mediterranea (Gomes et al. 2009; Palakodeti et al. 2008; Zheng 2012; Skinner 

et al. 2014; Luo et al. 2010). En estos reportes se ha detectado , a su vez, la ausencia de 

proteínas similares a Piwi tanto en cestodos como en trematodos, lo que se correlaciona con 

las ausencia de piARNs en estos parásitos (Fontenla et al. 2015). Esto  plantea la interrogante 

de cómo se mantiene la estabilidad genómica y si hay alguna otra clase de ARN pequeño 

que substituya la función de los piARNs en estos organismos (Skinner et al. 2014).  
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Basándose en estos antecedentes nos planteamos como objetivos analizar los miRNA 

presentes en las formas juveniles de F. heptica. Adicionalmente, puesto que existía 

información trasnscripcional de calidad de varios platelmintos (y posteriormente 

información genómica) nos planteamos buscar por homología todos los genes asociados a 

vías mediadas por ARN pequeños en platelmintos. 
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HIPÓTESIS 
 

 

Las vías de síntesis de ARN pequeños deben estar conservadas en platelmintos y estos a su 

vez deben cumplir un papel esencial en la regulación de la expresión génica. 

 

 

 

OBJETIVOS 

 

 

A partir de la hipótesis de trabajo nos planteamos dos objetivos: 

1) Conocer las vías de síntesis de ARN pequeños presentes en nuestro modelo, y 

comparar con las existentes en todos los platelmintos, tanto en los de vida libre como en 

ecto y endoparásitos. 

2) Identificar los miARN expresados en el estadio juvenil de F. hepatica y compararlos 

con los descriptos en el estadio adulto. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1 Análisis de las Vías de ARN pequeño en platemintos  
 

1.1 Identificación de proteínas participantes de las vías de ARNi y 

generación de repositorios 
 

Se hizo una búsqueda bibliográfica y se generó una lista de 62 genes identificados (Tabla 1) 

por participar en las vías de biosíntesis de ARNi en C. elegans. Las secuencias fueron 

descargadas de http://www.wormbase.org/ versión WS244. A su vez se generó un 

repositorio local con los proteomas y genomas de 8 especies de trematodos, 12 especies de 

cestodos, 2 especies de Monogenea y 1 especie de Turbelaria. En este trabajo reportaremos 

los resultados obtenidos en algunas especies (Tabla 2). La Figura 11 muestra la estratégia 

seguida para cumplir con el objetivo 1. 

        

 

Figura 11. Estrategía seguida para cumplir con el objetivo 1. 
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Tabla 1 Genes de la vías de biosíntesis de ARN pequeños de C. elegans.  

En cada caso se indican el nombre del gen, las vías y/o complejos de que forma parte, el 

nombre de la proteína, función y referencia bibliográfica.  

 
GENE PATHWAY# COMPLEX* PROTEIN NAME FUNCTION REFERENCE 

AIN-1 MIR risc Alg-1 INteracting protein-
1/GW182 

Deadenilation and 
decapping 

(Kuzuoglu-Öztürk et al. 
2012) 

AIN-2 MIR risc Alg-1 INteracting protein-
2/GW182 

 (L. Zhang et al. 2007) 

ALG-1 MIR/ChR risc Argonaute Like Gene-1 miRISC Argonaute (Grishok et al. 2001) 

ALG-2 MIR risc Argonaute Like Gene-2 miRISC Argonaute (Grishok et al. 2001) 

CGH-1 MIR risc Conserved Germline 
Helicase 

DEAD box-helicase (Hammell et al. 2009) 

CSR-1 EndR/ExoR secS Chromosome Segregation 
and Rnai deficient 

Chromosome segregation 
and endo-RNAi 

(Claycomb et al. 2009) 

DCR-1 ALL dicer Dicer-1 RNase III (Duchaine et al. 2006) 

DRH-1 EndR/ExoR/ViR dicer Dicer Related Helicase-1 DEAD box-helicase (Tabara et al. 2002) 

DRH-2 EndR/ExoR/ViR dicer Dicer Related Helicase-2 DEAD box-helicase (Duchaine et al. 2006) 

DRH-3 EndR/ViR rdrp Dicer Related Helicase-3 Helicase of ERI complex (Gu et al. 2009) 

DRSH-1 MIR mpc Drosha-1 Nuclear RNase III (Newman and Hammond 
2010) 

EGO-1 ExoR/MSUD rdrp Enhancer of Glp-One RdRP in germline (Maida and Masutomi 
2011) 

ERGO-1 EndR/ViR eco Endogenous Rnai 
deficient arGOnaute 

ERI complex argonaute (Jamalkandi and Masoudi-
Nejad 2011) 

ERI-1 EndR eco Enhanced RnaI-1 Exonuclease (Pavelec et al. 2009) 

ERI-3 EndR eco Enhanced RnaI-3 siRNase (Pavelec et al. 2009) 

ERI-5 EndR eco Enhanced RnaI-5 Tudor-domain containing 
protein 

(Pavelec et al. 2009) 

ERI-6 Nreg eco Enhanced RnaI-6 Helicase ( Fischer et al. 2008) 

ERI-7 Nreg eco Enhanced RnaI-7 Helicase ( Fischer et al. 2008) 

F58G1.1 GL&SR 2ryago Worm ArGOnaute 4 Secondary Argonaute (Hutvagner and Simard 
2008) 

GFL-1 ChR  human GAS41 Like Chromatin remodeling (Kim et al. 2005) 

GLD-1 ExoR/MIR risc defective in Germ Line 
Development 

RNA binding protein ( Fischer 2010) 

HEN-1 ChR  HEsitatioN behavior RNA methylation (Montgomery et al. 2012) 

HPL-1 ChR  Heterochromatin Protein 
Like -1 

HP1 homolog ( Jamalkandi and Masoudi-
Nejad 2011) 

MES-2 ChR  Maternal Effect Sterile-2 Polycomb group protein (Gaydos et al. 2012) 

MES-3 ChR  Maternal Effect Sterile-3 Polycomb group protein (Gaydos et al. 2012) 

MES-6 ChR  Maternal Effect Sterile-6 Polycomb group protein (Gaydos et al. 2012) 

MRG-1 ChR  Mortality factor Related 
Gene 

Chromodomain-containig 
protein 

(Fischer 2010) 

MUT-14 ExoR/TsG secS MUTator-14 DEAD box-helicase(part of 
RISC complex) 

(C. Zhang et al. 2011) 

MUT-16 EndR/ExoR secS MUTator-16 Transposon silencing (C. Zhang et al. 2011) 

MUT-7 EndR/ExoR dicer MUTator-7 Helicase and exonuclease (Tops et al. 2005) 

NHL-2 MIR risc NHL domain containing RING (E3 activity), ZINC 
finger motif (interact with 
E2 enzymes), NHL domain 

(Hammell et al. 2009) 

NRDE-3 ChR  NRDE-3 Argonaute that transports 
siRNA into the nucleus 

(Guang et al. 2008) 

PASH-1 MIR mpc Pasha-1 dsRNA binding protein (Newman and Hammond 
2010) 

PIR-1 EndR/ExoR/ViR rdrp Phosphatase Interacting 
with Rna/rnp 

dual specificity 
Phosphatase 

(Duchaine et al. 2006) 

PPW-1 ExoR/ViR 2ryago PAZ/PIWI domain 
containing-1 

Secondary argonaute (Hutvagner and Simard 
2008) 
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PPW-2 ChR 2ryago PAZ/PIWI domain 
containing-2 

Secondary argonaute (Hutvagner and Simard 
2008) 

PRG-1 PW 2ryago Piwi fruitfly Releated 
Gene-1 

Germline maintenance (Das et al. 2008) 

PRG-2 PW 2ryago Piwi fruitfly Releated 
Gene-2 

Germline maintenance (Das et al. 2008) 

PRMT-5 ChR  PRotein arginine Methil 
Transferase 

Chromatin remodeling (Bedford and Richard 2005) 

RDE-1 ExoR/ViR/ChR dicer RNAi Deficient-1 Argonaute (Tabara et al. 2002) 

RDE-2 ChR secS RNAi Deficient-2 In complex with MUT-7 (Tops et al. 2005) 

RDE-3 ExoR/ViR secS RNAi Deficient-3 Polymerase beta 
nuclotidyl transferace 

(C. Zhang et al. 2011) 

RDE-4 ExoR/ViR/ChR dicer RNAi Deficient-4 dsRNA binding protein (Tabara et al. 2002) 

RHA-1 MSUD  Rna HelicAse Implicated in cromatin 
silencing 

(Grishok 2005) 

RRF-1 ExoR/ViR/ChR rdrp Rna Dependent 
polymerase Family 

RdRP in somatic line (Maida and Masutomi 
2011) 

RRF-2 GL&SR rdrp Rna Dependent 
polymerase Family 

 (Maida and Masutomi 
2011) 

RRF-3 GL&SR rdrp Rna Dependent 
polymerase Family 

endoRdRP (Pavelec et al. 2009) 

RSD-2 RUS sist Rna Spreading Defective-
2 

Spreading of silencing 
signal 

( Jamalkandi and Masoudi-
Nejad 2011) 

RSD-3 RUS sist Rna Spreading Defective-
3 

Spreading of silencing 
signal 

( Jamalkandi and Masoudi-
Nejad 2011) 

RSD-6 RUS sist Rna Spreading Defective-
6 

Spreading of silencing 
signal 

( Jamalkandi and Masoudi-
Nejad 2011) 

SAGO-1 ExoR/ViR 2ryago Synthetic secondary 
siRNA-deficient 
ArGOnaute mutant-1 

Secondary argonaute (Hutvagner and Simard 
2008) 

SAGO-2 ExoR/ViR 2ryago Synthetic secondary 
siRNA-deficient 
ArGOnaute mutant-2 

Secondary argonaute (Hutvagner and Simard 
2008) 

SID-1 RUS sist Systemic rna Interference 
Defective-1 

Transmembrane protein 
dsRNA uptake 

(van Roessel and Brand 
2004) 

SID-2 RUS sist Systemic rna Interference 
Defective-2 

Transmembrane protein 
dsRNA uptake 

(van Roessel and Brand 
2004) 

SMG-2   Suppresor with  
Morphological effect on 
Genitalia-2 

Initiates and maintains 
secondary RNA 

(Mango 2001) 

SMG-5   Suppresor with 
Morphological effect on 
Genitalia-5 

Initiates and maintains 
secondary RNA 

(Mango 2001) 

SMG-6   Suppresor with 
Morphological effect on 
Genitalia-6 

Initiates and maintains 
secondary RNA 

(Mango 2001) 

TSN-1 MIR/ExoR risc Tudor Similar Nuclease Homologue to micrococcal 
nuclease 

(Caudy et al. 2003) 

VIG-1 MIR/ExoR risc Vasa Intronic Gene-1 dsRNA binding protein (Caudy et al. 2002) 

XPO-1 MIR  eXPOrtin nuclear exporter protein (Büssing et al. 2010) 

XRN-1 MIR/ExoR risc XRN ribonuclease related Exonuclease (Orban and Izaurralde 2005) 

ZFP-1 ChR  Zinc Finger Protein Chromatin remodeling (Kim et al. 2005) 

 

# PATHWAY DEFINITIONS *COMPLEX DEFINITIONS 

EndR=Endogenous RNAi risc=RNA Induced Silencing Complex 

ExoR=Exogenous RNAi sist=Sistemic RNA interference 

ViR=Viral induced RNAi dicer=Dicer Complex 

GL&SR=Germline & Somatic exoRNAi mpc=Microprocessor Complex 

Nreg=Negative regulator of RNAi eco=ERI Complex 

MIR=miRNA 2aryago= Secondary Argonautes 

PW=Piwi rdrp=RNA dependent RNA polymerases 

ChR=Chromatin Remodeling secS=Secondary RNAi Silencing 

TSG=Transposon Silencing in Germline  

RUS=RNA uptake & spreading  

MSUD=Meiotic Silencing of Unsynapted chromosomes  
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Tabla 2. Platelmintos analizados. 

Entre parantesis se indica la abreviatura utilizada para cada especie. Los proteomas fueron 

descargados de http://parasite.wormbase.org/, salvo O.viverrini (descargado de 

http://bioinfosecond.vet.unimelb.edu.au/Opisthorchis_viverrini/OV_PRJNA222628_protei

ns.fa.gz) 

 
Trematodos Cestodos Turbelaria 

Clonorchis sinensis (Csi) Echinococcus granulosus (Egr) Schmidtea mediterranea (Sme) 

Opistorchis viverrini (Ovi)  Echinococcus multilocularis (Emu)  

Fasciola hepatica PRJNA179522 (FhA) Hymenolepis microstoma (Hmi)  

Fasciola hepatica PRJEB6687 (FhB) Mesocestoides corti (Mco)  

Schistosoma haematobioum (Sha) Taenia solium (Tso)  

Schistosoma japonicum (Sja)   

Schistosoma mansoni (Sma)   

 

 

1.2 Búsqueda de homólogos por BLAST directo y recíproco 
 

Las secuencias de C. elegans se usaron para interrogar los proteomas de platelmintos por 

BLASTp utilizando como cut-off un e-value de E-05 dejando los demás parámetros por 

defecto. A su vez, los hits generados en el BLASTp directo fueron utilizados como query en 

el BLASTp recíproco para interrogar el proteoma de C. elegans usando idénticos parámetros 

a los usados para realizar el BLASTp directo, excepto que en este caso para cada set de 

homólogos putativos solo se retuvieron aquellas secuencias cuyo mejor hit fue la secuencia 

de C. elegans usada en el BLAST directo (algunos de los scripts utilizados estan adjuntos en 

la sección Apéndice). 

1.3 Predicción de dominios proteicos 
 

Para confirmar que la secuencias identificadas en platelmintos eran homólogos funcionales 

de la secuencias de C. elegans, se realizó la predicción de dominios conservados de las 

secuencias de platelmintos con HMMScan (Johnson, Eddy, and Portugaly 2010) con un 

cutoff de 1 E-03. Se espera encontrar un perfil de dominios similar al de la proteína query de 

C. elegans. 

 

http://parasite.wormbase.org/
http://bioinfosecond.vet.unimelb.edu.au/Opisthorchis_viverrini/OV_PRJNA222628_proteins.fa.gz
http://bioinfosecond.vet.unimelb.edu.au/Opisthorchis_viverrini/OV_PRJNA222628_proteins.fa.gz
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1.4 Identificación de homólogos usando como query proteínas de 

platelmintos 
 

En aquellos casos en que no se hallaron homólogos en alguna de las especies de platelmintos 

pero si en otras se realizó una segunda búsqueda por BLASTp usando como query algunos 

de estos hits primarios. En los casos en los que hubo secuencias de distintas especies 

disponibles para usar como query se compararon los tamaños y dominios proteicos de cada 

secuencia, seleccionándose  las más completas como nuevos blancos de búsqueda. Con ellas 

se repitió la búsqueda por BLASTp utilizando los mismos parámetros a los descriptos 

anteriormente, y se realizó la predicción de dominios conservados con HMMScan de las 

secuencias obtenidas que se cotejaron con los descriptos en C. elegans. 

1.5 Confirmación por BLAST con los borradores genómicos. 
 

A partir de la disponibilidad más reciente de los borradores genómicos de varias especies de 

platelmintos en el sitio Wormbase-Parasite (parasite.wormbase.org),  se buscó confirmar los 

resultados realizando las búsquedas por BLAST contra los genomas disponibles.  Esto 

permitió confirmar varias de las asignaciones realizadas y mostro que algunas proteínas que 

aparecían como truncas o que resultaban en múltiples hits correspondían muchas veces a hits 

simples sobre regiones con anotación incorrecta (con exones faltantes o donde se predicen 

dos o más genes adyacentes cuando en realidad corresponden a un mismo transcripto), en 

estos casos se realizó la reanotación de dichos genes.  

1.6 Alineamiento de secuencias, curado manual y construcción de 

árboles filogenéticos 
 

Se realizó el alineamiento de las secuencias identificadas en platelmintos junto con la de C. 

elegans y las de otros ortólogos confirmados en otros organismos con MAFFT (Katoh and 

Standley 2013)(se probaron otras herramientas de alineamiento como Clustal con resultados 

iguales o inferiores), usando los parametros --localpair que utiliza el algoritmo de 
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alineamiento local Smith-Waterman y la opción --maxiterate 16, que realiza 16 ciclos de 

refinamiento post-alineamiento, --clustalout que genera una salida en formato clustal (.aln) 

y la opción --inputorder mantiene el orden de entrada de las secuencias.  

Debido a que muchos de los proteomas usados son primeras versiones de genomas con 

anotaciones aun no curadas se usó BioEdit versión 7.2.5 (Hall 1999) para curar manualmente 

los alineamientos generados removiendo y/o ensamblando secuencias parciales. 

Con los alineamientos obtenidos se construyeron arboles filogenéticos con MEGA 6.0 

(Tamura et al. 2013) utilizando el método de Neighbor-Joining y un boostrap de 500. Se 

probaron otros métodos y herramientas, como PhyML (Guindon et al. 2010), con resultados 

similares. Se opto por el finalmente utilizado por el menor costo computacional. El 

porcentaje de replicas en que los taxones asociados clusterizaron juntos en el test de 

bootstrap se mustran junto a las ramas. 

2 Indentificacion de miARN en el estadio juvenil 
 

2.1 Obtención de muestras biológicas 
 

5000 metacercarias de F. hepatica fueron desenquistadas in vitro siguiendo protocolos 

estándar. Los parásitos activos emergentes fueron colectados y guardados a -80°C hasta su 

uso. Posteriormente se realizó la extracción de ARN con Rneasy Mini Kit (QIAgen). El ARN 

fue transformado a cADN simple hebra y amplificado en 15 ciclos de PCR. El producto de 

amplificación fue secuenciado con tecnología Illumina. 

2.2 Procesamiento de los datos y filtrado 
 

Luego de enmascarar los adaptadores y remover los reads menores a 18 nt los reads limpios 

fueron sometidos a análisis de calidad con Fastx Tools 

(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/). Los reads con un 90% de bases con un Phred score 
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mayor a 20 fueron conservadas. Los reads redundantes fueron combinados y cuantificados. 

Los reads de alta calidad fueron filtrados contra datos transcriptómicos (mARNs) de 

platelmintos disponibles en GenBank, SchistoDB (Zerlotini et al. 2013) y HelmDB 

(Mangiola et al. 2013), descartando todos los reads que resultaron en matches con más del 

85% de homología.  

Los datos fueron posteriormente escrutados con los mismos criterios de selectividad 

(mismatches ≤ 3) contra otras bases de datos de ARNs no-codificantes como Rfam (Burge 

et al. 2013) y fRNAdb (Mituyama et al. 2009) (en ambos casos se excluyeron los miARNs 

de estas bases de datos) y aquellos reportados en S. mansoni y S. japonicum (Copeland et al. 

2009) para identificar y remover ARNs no codificantes incluyendo rARN, tARN, snARN, 

snoARN y otros ncARNs. 

2.3 Análisis de los datos y clasificación de los miARNs 
 

El set de reads procesados fue usado para realizar búsquedas por homología contra la 

miRBase Sanger versión 20 (Kozomara and Griffiths-Jones 2014), los miARNs anotados en 

Rfam (Burge et al. 2013) y en ncRNA.org (Mituyama et al. 2009). Los reads también fueron 

comparados contra una bases de datos local generada a partir de miARNs reportados en 

gusanos planos que incluye miARNs de S. japonicum 

(http://omics.biosino.org:14000/kweb/sj_miRNA/) y aquellos publicados en S. japonicum 

(Huang et al. 2009), S. mansoni (Simões et al. 2011), Clonorchis sinensis (Xu et al. 2010), 

F. hepatica y F. gigantica (Xu et al. 2012), y el monogenea Gyrodactilus salaris (Bastian 

Fromm et al. 2013). Los reads con alta similaridad (>85%) con miARNs conocidos de otros 

organismos fueron clasificados dentro de la misma familia de miARNs. Los miARNs 

candidatos con menos de 10 reads o largo menor a 20 o mayor a 23 nucleótidos no fueron 

considerados. Esta busqueda fue realizada usando miRexpress (Wang et al. 2009) y el 

módulo miRNA del CLC Genomics Workbench v6.5 (CLC Inc, Aarhus, Denmark) con 
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similares resultados en ambos procedimientos. Consecuentemente continuamos el análisis 

usando el dataset generado con el CLC Genomics Workbench. 

2.4 Distribución filogenética y conservación de las familias de miARNs 

en el estadio juvenil de F. hepatica 
 

La distribución filogenética de los miARNs candidatos fue evaluada comparando las 

entradas con anotaciones similares en miRBase (Kozomara and Griffiths-Jones 2014) y/o 

mirOrtho (Gerlach et al. 2009) e identificándolas como presentes o ausentes en cada taxón. 

Las secuencias de los diferentes precursores y miARNs maduros fueron descargados de 

miRBase y alineados con los miARNs correspondientes de los gusanos planos usando 

MAFFT (Katoh and Standley 2013). Los alineamientos fueron visualizados con CLC 

Genomics Workbench, generando los logos consensos. La conservación fue cuantificada por 

la cuantificación de las substituciones usando la interpretación más parsimoniosa siguiendo 

el procedimiento descripto por Wheeler et al. (Wheeler et al. 2009). En resumen, si una 

substitución es compartida entre especies relacionadas o taxones hermanos (por ej. 

compartida entre cestodos) fueron contados como un solo cambio; si más de dos residuos 

diferentes estaban presentes en una posición dentro de un taxon estos fueron contados como 

cambios separados. Los cambios por posición fueron promediados para deuterostomados, 

ecdysozoas y platelmintos. 

2.5 Ensamblaje de novo del genoma de F. hepatica 
 

Se descargaron los reads de secuenciación genómica de F. hepatica depositados en el 

repositorio del European Bioinformatics Institute 

(ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/ERR065/ERR065038), los que fueron trimmeados, filtrados por 

calidad y ensamblados de novo con la platarforma CLC Genomic Workbench. El resultado 

del ensamblaje fue un genoma de 1.05 GB compuesto de 475283 contigs con un N25 de 

2629 pb, N50 de 7125 pb y un N75 de 15174 pb. Se predijeron 39386 genes con el predictor 
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AUGUSTUS (Stanke and Morgenstern 2005), utilizando los genes de S. mansoni como 

modelos génicos de referencia.  

Se utilizó tRNA-scanSE (Lowe and Eddy 1997) para la predicción de 4641 tARNs y 

RNAmmer (Lagesen et al. 2007) para la predicción de 54 rARNs. 

2.6 Identificación de miARNs noveles 
 

Para identificar miARNs noveles especificos de F. hepatica, los reads que no matchearon 

con ninguna secuencia conocida en los pasos previos y con un largo de entre 20-23 nt fueron 

mapeados al genoma usando miRDeep2 (Friedländer et al. 2012). Se utilizó un score de corte 

miRDeep2 estricto en la predicción de noveles. Solo los miARNs predichos con un score 

igual o mayor a 10 fueron considerados como noveles. Adicionalmente las predicciones 

fueron inspeccionadas manualmente para descartar posibles falsos positivos. Se siguió un 

procedimiento similar para confirmar los miARNs identificados por homología, este caso se 

utilizó un score de corte más permisivo (igual o mayor a 1), las predicciones resultantes 

también fueron curadas manualmente y se descartaron los falsos positivos. 

2.7 Identificación de secuencias derivadas de tARNs 
 

El análisis primario de los reads de entre 25-35 nt de largo mostro homologia con tARNs. 

Para confirmar esto mapeamos la fracción de 25-35 nt al ensamblaje local del genoma de F. 

hepatica. Los reads que mapearon al genoma fueron mapeados a los tARNs predichos con 

tRNAscan-SE (Lowe and Eddy 1997) usando BLAST con un cut-off de E-10. Un total de 

99,014 reads mapearon con tARNs. Las secuencias derivadas de tARNs fueron mapeados a 

la estructura predicha por tRNAscan-SE para determinar su origen. 
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RESULTADOS 

 

Capítulo 1.  Análisis de vías mediadas por ARN pequeños 
 

Las vías de silenciamiento estudiadas principalmente en C. elegans permitieron conocer con 

mayor detalle el papel de los ARN pequeños reguladores en el control post transcripcional 

de la expresión génica. 

El conocimiento de las vías de regulación de la expresión por ARN pequeños es importante 

para entender como se regula la expresión y puede facilitar el desarrollo de ARNi. 

Buscamos identificar las genes que participan en las vías de síntesis de ARN pequeños 

presentes en nuestro organismo modelo F. hepatica y compararlo con otros platelmintos. 

Para ello se realizaron búsquedas por homología por BLAST, utilizando como query todas 

las proteínas participantes de las vías de generación de ARN pequeños en C. elegans.  Se 

realizaron búsquedas en todos los genomas y transcriptomas de platelmintos disponibles 

públicamente, aunque en este trabajo solo se reportan los resultados obtenidos en 13 de ellos 

(ver Tabla 2).  

Las secuencias de platelmintos identificadas por BLAST directo fueron usadas para 

interrogar el proteoma de C. elegans por BLAST recíproco, de modo de confirmar la 

homología entre pares de secuencias. Adicionalmente se predijeron los dominios proteicos 

funcionales de las secuencias identificadas por BLAST, verificándose que estos coincidieran 

con los presentes en el ortólogo de C. elegans.  

Varias de las secuencias identificadas por este mecanismo mostraron posibles errores de 

anotación (secuencias parciales, varios transcriptos predichos, etc) por lo que se hizo una 

curación manual de las secuencias mal anotadas. Si bien se estudiaron todas las vías de 

generación de ARN pequeños de platelmintos, aquí reportaré solo los ortólogos identificados 

en la vía de generación de miARNs.  
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1 Vía de generación de miARNs 
 

La vía de generación de miARNs resulta de una serie de pasos bioquímicos que transforman 

un transcripto primario llamado pri-miARN en un producto maduro, biológicamente activo, 

el miARN. Identificamos varias secuencias con buena homología a proteínas que participan 

en distintos pasos en la vía de regulación post-transcripcional mediada por miARNs (Figura 

12, tabla 3). En todos los platelmintos la pérdida o ganancia de genes de la vía de generación 

de miARNs tienen características similares lo que confirma el origen común de estas 

especies. 

Se identificaron los genes que forman el complejo microprocesador (Drosha y Pasha), que 

es el complejo que procesa los pri-miARNs a pre-miARNs, que luego son exportados al 

citoplasma (Newman and Hammond 2010). Identificamos los genes ortólogos de Xpo-1 la 

proteína que media el transporte al citoplasma de los pre-miARNs en C. elegans (Büssing et 

al. 2010). Se identificaron también genes ortólogos de la enzima RNasaIII Dicer, la proteína 

central de las vías de biogénesis de ARN pequeños que procesan los ARNdc para que puedan 

ser incorporados en el complejo RISC (Hutvagner and Simard 2008). Identificamos a su vez, 

un segundo grupo de enzimas RNasa III similares a Dicer, conservadas en todos los 

platelmintos al que llamamos Dicer-like y que describimos más adelante (Tabla 3) (Tabla 

Suplementaria 1, Apéndice). 
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Figura 12. Esquema de la vía de miARN. 

Los distintos tipos funcionales de proteínas presentes en la vía están representados con 

distintas figuras de acuerdo a la clave indicada a la izquierda. Se indica con tildes de color 

la presencia de al menos un ortólogo en las distintas clases de platelmintos. La ausencia de 

un ortólogo se indica con un recuadro amarillo. 

 

 

También en las proteínas de tipo Argonauta hallamos además de las canónicas Ago 1/2,  un 

segundo grupo de enzimas que parecen ser una innovación adquirida entre los platelmintos, 

el que es descripto en detalle más adelante (Tabla 3) (Tabla Suplementaria 1, Apéndice). 

Algunos otros componentes del complejo RISC presentaron homólogos conservados, como 

la exonucleasa TSN-1 (Tudor-Staphyloccal Nuclease), aunque no identificamos ningún gen 

con buena homología con los factores VIG-1 y AIN-1. 
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Tabla 3. Ortólogos de la vía de miARNs detectados en platelmintos.  

Para facilitar la comprensión se unifico la nomenclatura renombrando los prefijos de los 

identificadores originales de las secuencias en wormbase-parasite por un código de tres 

letras que identifica la especie. Con (+) se indican las anotaciones que corresponden a un 

mismo transcripto y fueron editadas. Con # se indican los casos donde se detectaron las 

secuencias homólogas por BLAST en una región donde inicialmente no existen genes 

anotados. Con & se indican los casos donde el posible ortólogo en platelmintos está 

fragmentado en varios contigs de pequeño tamaño (Tabla Suplementaria 1, Apéndice). 

DRSH-1 DCR-1 Dicer-like Ago1 FL-AGO TSN-1 PASH-1 XPO-1

FhB 

s1234B000167

FhB 

s5156B000132

Csi 105018 Csi 100735

Csi 105019 Csi 108572

Ovi 11263 Ovi 07377

Ovi 11264 Ovi 13773

Sja 0045200

Sja 0103990

Sma 142510.1 Sma 169750.1 Sma 179320.1 Sma 124820.1

Sma 142510.2 Sma 169750.2 Sma 102690 Sma 124820.2

Egr 000739100

Egr 000911600

Egr 000911700

Emu000739100

Emu000911600

Emu000911700

Tso 000161400

Tso 000876200

Tso 001204500

Mco 0000353801

Mco 0000379701

#

Hmi 000114300 Hmi 000936400

Hmi 000950000 Hmi 000935700

Endoribonucleasas Argonautas Otros factores

T
re

m
a
to

d
o

s
C

e
s
to

d
o

s

Sha 05360 

+_06081
Sha 06487 Sha 03533 Sha 03584 Sha 05116 Sha 06301 Sha 00951 Sha 02166

Sja 0048900 Sja 0069770 Sja 0043700

F. hepatica 

(PRJNA179522)

T
u

rb
e
la

ri
o

C. sinensis

O. viverrini

F. hepatica 

(PRJEB6687)

S. haematobium

S. japonicum

S. mansoni

E. granulosus

E. multilocularis

H. microstoma

M. corti

T. solium

S. mediterranea

FhB 

s319B000233

FhB 

s2835B000195

Egr 000576300 Egr 000331050

Emu001182900 Emu000085200 # Emu000346200 Emu001073700 Emu000576300 Emu000331050

Egr 001182900 Egr 000085200 Egr 000181800 Egr 000346200 Egr 001073700

Sja 0044720 Sja 0100020 Sja 0013270 Sja 0069890

Sma 033600.1 Sma 198380.1
Sma 166110 

+_081570
Sma 087220

Tso 000694100 Tso 000192600

Hmi 000687200 Hmi 000067400

Mco 0000725501 # # # & Mco 0000735001

Hmi 000061600 Hmi 000252400
Hmi 000200200 

+_200100
Hmi 000658200

FhA 01879 

+_01880

FhA 11553 

+_11554

Sme.000678.07

Sme.001005.01 

+.001005.00
& Sme.000191.02

Csi 101707 Csi 111519 Csi 112397 Csi 109541 Csi 107612 Csi 107442

Ovi 11305 Ovi 13440 Ovi 02735 Ovi 00614 Ovi 13119 Ovi 14337

Sme.000125.07

Sme.001736.00 

+.001736.01 

+.001736.02 

+.001736.03

Sme.004816.00

Sme.008596.00 

+.008596.01

Sme.036615.00

Mco 0001013401

Sme.000678.05

FhA 12643 

+_12644 

+_12645 

+_12646 

+_12647

FhA 11014 

+_11015 

+_11016 

+_11017

FhA 08656 

+_08657

FhA 08654 

+_08655

FhA 04557 

+_04558 

+_04559

FhA 07567

FhA 12482 

+_12483

FhA 14412 

+_14413

Tso 001225000 

+_000756400 

+_000048100

Tso 000674100Tso 000872800Tso 000908400 Tso 000483600

FhB 

s2953B000132 

+s2953B000133 FhB 

s1234B000168

FhB 

s668B000138+s

668B000139

FhB 

s1520B000104

FhB 

s1192B000304

FhB 

s375B000232
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VIG-1 (Vasa Intronic Gene-1) es una proteína de unión a ARN identificada en ensayos de 

purificación de proteínas por estar asociada a las proteínas Argonautas de miRISC, sin 

embargo distintos ensayos muestran que su función no parece ser esencial para el 

funcionamiento del complejo (Caudy et al. 2002; Caudy et al. 2003; Fischer 2010). 

AIN-1/2 (Alg-1 INteracting protein-1) media la repuesta efectora del complejo RISC por la 

desestabilización de los ARNm blancos y ha sido señalado por ser un factor relevante en el 

silenciamiento traduccional (L. Zhang et al. 2007). 

  

1.1 El complejo microprocesador 

  
En el primer paso de procesamiento de los precursores de los miARNs se encuentra el 

complejo microprocesador formado por DRSH-1 (Drosha) y PASH-1 (Pasha) también 

llamada DGCR8 en D. melanogaster. Drosha es una RNasa III de Clase II  (Jaronczyk, 

Carmichael, and Hobman 2005) y posee dos dominios Ribonucleasa III, que clivan los pri-

miARNs, y un dominio DSRM de unión a ARNdc (Figura 13A). Pasha es una proteína de 

unión a ARN doble cadena esencial para completar este proceso (Figura 13B). Como en 

nematodos, insectos y vertebrados los platelmintos poseen solo un ortólogo de Drosha, y 

Pasha (Tabla 3). 
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Figura 13. Dominios de las proteínas que forman el complejo Microprocesador de C. 

sinensis. 

Drosha (A) presenta dos dominios Ribonucleasa III seguido de un dominio de unión a 

ARNdc. (B) Pasha presenta un dominio de unión a ARNdc.  

 

En la figura 14 se muestra un árbol filogenético generado a partir de los genes ortólogos de 

Drosha depositados en Wormbase Parasite con la herramienta Gene Tree 

(http://parasite.wormbase.org), donde se resaltaron los ortólogos de Drosha en Trematodos 

(recuadro verde) y Cestodos (recuadro amarillo). En el diagrama de la estructura génica 

ubicado a la derecha se marcó la ubicación aproximada de los dominios Ribonucleasa III 

(RiboIII) (recuadro rosado) y DSRM (recuadro azul). Con recuadros rojos se marcan tres 

casos en los que se detectaron errores en las anotaciones de los modelos génicos.  

 

 

 

 

 

A 

B 

http://parasite.wormbase.org/
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Figura 14. Árbol filogenético generado en Wormbase Parasite. 

Se destacan los ortólogos de Drosha en Trematodos (recuadro verde) y Cestodos (recuadro 

amarillo). En rojo se muestran 3 casos problema en ortólogos de Drosha.  

 

Para verificar si efectivamente había más de un ortólogo en estos organismos o si estos casos 

correspondían a errores de anotación, se mapearon proteínas Drosha estructuralmente 

completas en los genomas problema por tBLASTn. Se verificó que en todos los casos 

problema habían errores en las anotaciones genómicas (Figura 15). 
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Figura 15. Salida gráfica de los resultados del BLAST realizado en Wormbase Parasite. 

A la izquierda de las imágenes están los identificadores de las secuencias utilizadas para la 

búsqueda. Las regiones donde hay homología de secuencias detectada (HSPs) se marcan en 

amarillo o gris en diferentes tonos según el porcentaje de identidad. En A se observa que 

dos genes contiguos cubren la anotación completa del gen Drosha. En B dos genes contiguos 

con exones en común cubren la anotación del gen Drosha. En el ensamblaje genómico 

representado en C, se observa que el gen está fragmentado en al menos cinco genes 

anotados diferentes, existiendo además otras regiones (exones) no anotados.  
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En la Figura 15A y B se observa que dos genes contiguos cubren la anotación completa del 

gen Drosha a partir de todos los resultados de BLAST. En el ensamblaje genómico 

representado en C, se observa que el gen está fragmentado en al menos cinco genes anotados 

diferentes, existiendo además otras regiones (exones) no anotados. Consecuentemente se 

reanotaron los tres genes en los genomas en base a los resultados obtenidos (Tabla 

Suplementaria 1, Apéndice). Para testear las secuencias re anotadas se alinearon localmente 

con los genes ortólogos de otros platelmintos identificados (Tabla 3). 

 

1.2 Búsqueda de homólogos de Dicer 
 

La búsqueda por homología con los genes Dicer de C. elegans y D. melanogaster dio lugar 

a múltiples hits en casi todos los platelmintos. Los resultados generales mostraron que al 

igual que en D. melanogaster y a diferencia de C. elegans los platelmintos poseen al menos 

dos parálogos de Dicer (Tabla 3) (Tabla Suplementaria 1, Apéndice). A partir del 

alineamiento de los posibles ortólogos en las diferentes especies se creó un árbol filogenético 

por el método de Neighbor-Joining, el que mostró que era posible organizar las secuencias 

en diferentes subclados.  

Un ortólogo de Dicer-1 ya fue descripto en S. mansoni (Gomes et al. 2009; Krautz-Peterson 

and Skelly 2008). En el presente trabajo se detectó una segunda isoforma de este gen, siendo 

la isoforma Smp_169750.1 aproximadamente 200 aminoácidos más corta que la isoforma 2. 

Ambas secuencias junto con las de otros platelmintos formar un clado con la proteína Dicer 

canónica de otras especies (Figura 16). Por otro lado, se observó un segundo clado en 

platelmintos que no parecen tener un origen común con Dicer-2 de Insectos y que 

denominamos Dicer-like (Figura 16). 
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Figura 16. Árbol filogenético generado por el método de Neighbor-joining a partir del 

alineamiento de ortólogos de Dicer en diferentes especies. Los porcentajes de Bootstrap 

se indican en cada rama. 

Se identificaron 3 subclados de los cuales Dicer-like parece ser específico de platelmintos. 

Recuadrados en azul están los organismos Deuterostomados, en verde los Insectos, en gris 

los Nematodos y en amarillo los Platelmintos. Con un ♦ se marcan las secuencias 

reanotadas (ver Tabla 3).   

 

Se observó que en cestodos Dicer-like presenta una estructura similar a la descripta en las 

Dicer canónicas, con 4 dominios (DEAD/Helicasa C, dimerización de Dicer y dos dominios 

Ribonucleasa III) (Figura 17 a) (Jaronczyk, Carmichael, and Hobman 2005).  
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Mientras tanto, en trematodos Dicer-like es estructuralmente distinta y solo presenta los dos 

dominios Ribonucleasa III (Figura 17 b). Si bien la proteína Dicer-like identificada en el 

turbelario S. mediterranea es parcial, detectamos un dominio DEAD/Helicasa C junto con 

los dos dominios Ribonucleasa III, por lo que la estructura proteica de la Dicer-like de 

Turbelarios sería similar a la de los Cestodos. 

 

 

 

Figura 17. Dominios funcionales de Dicer-like en Cestodos (a) y Trematodos (b). 

La estructura de Dicer-like en Cestdos (a) presenta un DEAD-box/Helicasa C, un dominio 

de dimerización de Dicer y dos dominios Ribonucleasa III, mientras que en Trematodos (b) 

solo tiene dos dominios Ribonucleasa III.    

 

 

Se sabe que los Cestodos y los Trematodos evolucionaron como organismos adaptados al 

parasitismo a partir de organismos ancestrales de vida libre. Los Turbelarios, que 

mantuvieron su modo de vida libre son  posiblemente los organismos evolutivamente más 

cercanos a este ancestro común de los platelmintos parásitos. En ese sentido la perdida de 

dominios en las Dicer-like podría haber sucedido en un ancestro común de los Trematodos. 

En todo caso, una pregunta interesante que surge de este resultado es el efecto que podría 

tener en las vías de silenciamiento mediada por ARN pequeños la presencia de una enzima 

Dicer-like estructuralmente distinta entre Trematodos por un lado, y Cestodos y Turbelarios 

por otro. La variación estructural en la forma presente en Trematodos sugiere que esta podría 

cumplir otras funciones. 

A 

B 
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Hallamos a su vez, que dentro del grupo de los Trematodos existe un diferencia en el número 

de genes Dicer-like (ver Figura 16).   Como puede observarse en la Figura 18a,  en S. mansoni 

donde existe una exhaustiva anotación del genoma aparece una única Dicer-like, y también 

se registra una única copia en los otros Schistosomatidae. Sin embargo, en los genomas de 

Fasciolidae y Opistorchidae hay una duplicación invertida de los genes Dicer-like (Figura 

18 b y c).  

 

 

 

Figura 18. Duplicación invertida de los genes Dicer-like en Fasciolidae y Opistrochidae. 

No se observa duplicación de Dicer-like en el genoma de S. mansoni (a) como puede verse 

a partir de una región de 200 Kb del cromosoma 2 centrada en el gen Dicer-like Smp-

033600. Sin embargo, en los genomas de los Opistrochidae (b) y Fasciolidae (c) se observa 

una duplicación invertida de los estos genes. En C. sinensis ambos parálogos están 

separados por menos de 10 kb (b) en F. hepatica (c) la región intergénica es casi de 50kb. 

 

b 

c 

a 
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Los genes Dicer-like están separadas por una región intergénica variable, mientras que C. 

sinensis hay 10 kb entre ambos genes (Figura 18b) la región intergénica en el genoma de F. 

hepatica es mayor (50 kb) (Figura 18c). La duplicación de Dicer-like en los genomas de los 

Fasciolidae y Opistorchidae pudo haber ocurrido por un evento de recombinación desigual 

en un ancestro común a ambos grupos.  

Con excepción de M. corti todos los platelmintos presentaron al menos un homólogo anotado 

de DCR-1 (Tabla 3) (Tabla Suplementaria 1, Apéndice).  Para descartar que la ausencia de 

ortólogos en M. corti se deba al uso de la secuencia de C. elegans como query se utilizaron 

las secuencias ortólogas detectadas en E. granulosus para interrogar por BLASTp el 

proteoma de M. corti, sin resultados positivos. Sin embargo cuando se repitió la búsqueda 

directamente sobre el genoma de M. corti por tBLASTn, se lograron identificar múltiples 

hits en regiones no anotadas de dos contigs diferentes, por lo que confirmamos su presencia. 

En la Figura 19 se observa que ambas regiones presentaron altos porcentajes de identidad 

con los genes Dicer (Egr000085200) y Dicer-like (Egr 000181800), respectivamente. 

 

 

 

Figura 19. Alineamiento por tBLASTn de los genes de Dicer-1 y Dicer-like de E. 

granulosus en el genoma de M. corti. 

Se identificaron regiones con altos porcentajes de identidad (marcada por la intensidad de 

los colores de los hits) para cada uno de los genes de E. granulosus utilizados como query.  
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1.3 Identificación de Argonautas en platelmintos 

Las proteínas Argonautas forman una superfamilia proteíca que está conservada en 

organismos tan diversos como archaea o humanos (Jaronczyk, Carmichael, and Hobman 

2005). En humanos hay 8 genes Argonauta, en Drosophila hay 5 y en C. elegans hay 26 

(Hutvagner and Simard 2008). En C. elegans algunos de los genes de la familia Argonauta 

tienen funciones muy especializadas (Hutvagner and Simard 2008; Fischer 2010 ; 

Jamalkandi and Masoudi-Nejad 2011). Las Argonautas se clasifican en tres grupos 

parálogos: las proteínas Argonauta que son similares a la AGO1 descriptas plantas; las Piwi 

que forman parte de la vía de síntesis de piARNs; y el grupo 3 formado por las proteínas 

WAGO (worm Ago) identificadas en C. elegans (Hutvagner and Simard 2008).  

ALG-1 y ALG-2 son las Argonautas canónicas de C. elegans y forman un complejo con 

Dicer que procesa los pre-miARN a miARN maduro, y median el silenciamiento 

traduccional por el complejo efector miRISC. La búsqueda por homología mostró que hay 

genes ortólogos a las proteínas de la clase Argonauta en todos los genomas de los 

Platelmintos analizados. El alineamiento generado a partir de estas secuencias halladas en 

platelmintos se utilizó para generar un árbol filogenético por el método de Neighbor-Joining 

con un bootstrap de 500 réplicas. En el árbol filogénetico se observan cuatro subclados 

claramente distintos (Figura 20).  

En todos los platelmintos se hallaron genes en el subclado Ago, aunque observamos que, 

como en C. elegans, en S. mediterranea hay dos genes ortólogos. No se hallaron genes 

ortólogos en el subclado Piwi en Cestodos y Trematodos pero si en S. mediterranea. Los 

genes Piwi participan en las vías de síntesis de piARNs, los que mantienen la estabilidad 

genómica en las células de la línea germinal. La ausencia de proteínas de la vía de síntesis 

de piARNs ya ha sido documentada en platelmintos parásitos (Skinner et al. 2014). A su vez, 

también se ha reportado la presencia genes Piwi-like en S. mediterranea (Palakodeti et al. 

2008). 
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Figura 20. Árbol filogenético generado por el método de Neighbor-joining a partir del 

alineamiento de ortólogos de Argonautas en diferentes especies. Los porcentajes de 

Bootstrap se indican en cada rama. 

Con corchetes se indican los diferentes subclados. Los recuadros amarillos indican las 

ramas conservadas en todos los platelmintos. Con un ♦ se marcan las secuencias reanotadas 

(ver Tabla 3).   
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El tercer subclado, corresponde a las proteínas Wago, que son  particulares de nematodos 

(Hutvagner and Simard 2008; Dalzell et al. 2011). Corroboramos la presenciea de un cuarto 

grupo compuesto únicamente por genes de platelmintos que denominamos Flatworm-Agos 

(FL-AGO), y que parecen ser una novedad evolutiva de estos organismos (Figura 20, Tabla 

3). La existencia de este grupo nuevo de proteínas Argonautas particulares de platelmintos 

ya fueron reportadas previamente (Zheng 2012; Skinner et al. 2014). Sin embargo, este es el 

primer trabajo que reporta la presencia de las Flatworm-Agos en tantas especies de 

platelmintos. La presencia de esta familia en todos los platelmintos que analizamos confirma 

un origen evolutivo temprano, probablemente previo a la especiación. 

1.4 Localización genómica de las FL-Agos 
 

Observamos que en los genomas de Echinococcus spp. las FL-Agos están dispuestos en 

tándem (Figura 21).  En E. multilocularis los genes Emu000911600 y Emu000911700 están 

anotadas sobre el mismo contig, y el gen 000739100 en otro (Figura 21A). En E. granulosus 

por otro lado los genes Egr00739100 y Egr000911600 están próximos entre si y el gen 

000911700 esta anotada en un contig diferente (Figura 21B). Si bien en un principio se pensó 

en una anotación cruzada, al analizar el árbol filogenético de las proteínas Argonautas 

(Figura 20) comprobamos que los genes con la misma numeración correspondían a ortólogos 

entre las dos especies. 

Dada la cercanía evolutiva de las dos especies y a que en ambos genomas los genes FL-Agos 

mapean en las regiones terminales de sus respectivos contigs creemos que el mapeo cruzado 

en contigs distintos de estos genes en los dos genomas se deben probablemente a artefactos 

de los ensamblajes y no a diferencias genómicas reales. Si nuestra hipótesis es correcta, 

habría una disposición en tándem de los tres loci en los genomas de Echinococcus. 
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Figura 21. Disposición en tándem de las Flatworm-Agos en los genoma de E. 

multilocularis (A) y E. granulosus (B). 

 

Para comprobar si esta estructura génica se mantenía en otros platelmintos observamos las 

coordenadas de mapeo de los genes de las FL-Agos. En ningún otro cestodo se observó la 

disposición en tándem descripta en Echinoccocus. Sin embargo, no es posible descartar que 

exista en T. solium y H. microstoma dado el pequeño tamaño de los contigs donde están 

anotadas las FL-Agos. 

A 

B 
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Encontramos que las FL-Agos también están dispuestas en tándem en el genoma de S. 

mansoni pero separadas por una distancia de 45 kb aproximadamente. El tamaño reducido 

de los contigs en otros trematodos no permite aún determinar si esta característica es 

compartida. 

Finalmente, al analizar el árbol filogenético de Argonautas no se observó ningún gen 

ortólogo de M. corti en el subclado de las Ago-like (Figura 20), y solo se observaron dos 

ortólogos en el subclado de las FL-Agos cuando en otros cestodos hay tres. Para investigar 

si existían Argonautas no anotadas en el genoma de M. corti se usaron los ortólogos de S. 

mansoni para realizar una búsqueda por tBLASTn. A partir de estas búsquedas se detectaron 

dos regiones putativas no anotadas con altos porcentajes de identidad que podrían 

corresponder a las proteínas Argonautas faltantes (Figura 22). 

 

 

 

Figura 22. Detección de posibles proteínas Argonauta no anotadas en el genoma de M. 

corti. 

Se observa los resultados de las búsquedas por tBLASTn con los ortólogos de proteínas 

Argonauta detectadas en S. mansoni.  
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La presencia de genes relevantes como Dicer y Argonautas nos lleva a concluir que la vía 

de regulación de la transcripción génica mediada por ARN pequeños parece estar conservada 

y ser funcional en platelmintos. Sin embargo, se observaron particularidades como la 

duplicación y perdida de algunos genes, y genes carentes de dominios proteicos funcionales  

Las diferencias halladas podrían resultar en que las vías de biogénesis por ARN pequeños 

en platelmintos presenten diferencias particulares con las descriptas en organismos modelo 

como C. elegans y, por lo tanto, merecen un estudio más detallado. 
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Capítulo 2 miARNs expresados en el estadio NEJ de F. hepatica 
 

Los miARNs son secuencias de ARN de cadena simple de 21 a 23 nt de longitud que regulan 

epigenéticamente la expresión génica por la degradación o el secuestro de sus ARNm blanco. 

Su presencia ha sido demostrada en varios platelmintos incluyendo el estadio adulto de F. 

hepatica, pero se desconoce si la expresión es similar en otros estadios. 

Para evaluar la expresión de miARNs en el estadio invasivo se secuenció con tecnología 

Illumina la fracción de ARN pequeños obtenidos a partir de juveniles desenquistados in-

vitro.  Los reads obtenidos fueron filtrados por calidad y se removieron secuencias 

contaminantes.  

Los reads filtrados se compararon con bases de datos de miARN de repositorios 

especializados y de otros generados localmente a partir de miARN reportados en 

platelmintos. Del total de reads obtenidos en la secuenciación aproximadamente 30% 

correspondieron a ARNs pequeños que fueron agrupados en 40 miARNs distintos. Todos 

los miARNs reportados en adultos fueron hallados en NEJ con altos niveles de expresión y 

se agregaron 19 familias al miRNoma de este trematodo (Tabla 1 del Artículo: el miRNoma 

del juvenil de F. hepatica, pág. 63). Se analizaron los niveles de expresión observándose 

grandes diferencias entre diversos miARNs.  

Para predecir nuevos miARNs, se generó un ensamblaje local de datos genómicos 

disponibles públicamente, y este ensamblaje fue utilizando como referencia para mapear los 

reads obtenidos usando el paquete MiRDeep2.  Usando criterios estrictos de filtrado se 

identificaron cinco candidatos con buen plegamiento y significancia estadística.  Para saber 

si estas secuencias noveles estaban presentes en otros trematodos se interrogaron los 

genomas de C. sinensis, S. mansoni y O. viverrini, con resultados negativos. 

Consecuentemente estos miARNs noveles son exclusivos y podrían estar involucrados en la 

regulación de vías asociadas al ciclo de vida y/o al desarrollo de F. hepatica. 
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Para determinar la distribución filogenética de los miARNs en el estadio NEJ se compararon 

las entradas con anotaciones similares en miRBase y mirOrtho y se identificaron como 

presentes o ausentes en cada taxón. Se buscó confirmar o refutar estudios previos que 

sugerían una simplificación en el miRNoma de los platelmintos (Fromm et al. 2013; Bai et 

al. 2014). 

Evaluamos la conservación de secuencias en las familias de miRNAs detectadas mediante 

alineamiento de las secuencias de precursores y miARNs maduros de platelmintos y otros 

organismos. Si bien los miARNs están entre las secuencias evolutivamente más conservadas 

(Wheeler et al. 2009), observamos una menor conservación fuera de la región semilla en 

platelmintos en comparación a otros linajes.  

Finalmente analizamos un grupo particular de reads con un tamaño medio de 32 nt que 

presentaban homología con ARNts. Se mapeó la fracción de reads de 25-35 nt al genoma, 

se comparó con los ARNt predichos con tRNAscan-SE en el genoma ensamblado 

localmente.  

Se encontró que correspondían a mitades de ARNt, un tipo de moléculas potencialmente 

reguladores recientemente descriptas en otros sistemas (Thompson and Parker 2009). Si bien 

no sabemos el papel que podrían tener los ARNt halves en F. hepatica, este trabajo plantea 

nuevas preguntas sobre la regulación génica en Fasciola. 

Los resultados correspondientes a este trabajo se publicaron en el artículo que se adjunta a 

continuación: 

 

Fontenla S, Dell’Oca N, Smircich P, Tort JF, Siles-Lucas M. The miRnome of Fasciola hepatica 
juveniles endorses the existence of a reduced set of highly divergent micro RNAs in parasitic 
flatworms. Int J Parasitol. 2015; 45: 901–913.  
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2 Artículo: el miRNoma del juvenil de F. hepatica   
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DISCUSIÓN 

 

Las parasitosis ocasionadas por helmintos en general tienen un fuerte impacto en la salud 

pública por la gran cantidad de personas afectadas por estas enfermedades. Las trematodiasis 

juegan un gran papel dentro de estas enfermedades afectando a más de 200 millones de 

personas principalmente en países en vías de desarrollo. El esquema actual de tratamiento 

no es sustentable y es imperioso el desarrollo de nuevos métodos para combatir estas 

enfermedades. En la búsqueda de nuevas estrategias de control muchos investigadores han 

dirigido sus esfuerzos a la identificación de nuevos genes y nuevas proteínas a través de la 

secuenciación de los genomas y transcriptomas de estos parásitos. La minería en datos 

públicos con diferentes herramientas bioinformáticas es una forma rápida y económica para 

identificar in-silico posibles blancos terapéuticos para el desarrollo de nuevas drogas o 

vacunas.  

Identificación de proteínas de la vía de miARNs en platelmintos 
 

Dentro de este espectro, un aspecto novedoso está dado por el papel de los ARN pequeños 

reguladores. La secuenciación de ARN pequeños ha aportado al conocimiento de un nuevo 

mecanismo de regulación génica aun poco conocido en platelmintos pero potencialmente 

esencial en la regulación de su ciclo biológico.  

Las vías de generación de ARN pequeños son esenciales para la regulación de la expresión 

génica, diferenciación celular, desarrollo e integridad del genoma. Si bien se sabe que los 

platelmintos poseen vías de generación de ARN pequeños funcionales se conoce muy poco 

sobre los genes participantes con unos pocos reportes en Schistosoma (Krautz-peterson and 

Skelly 2008; Krautz-Peterson et al. 2010; Gomes et al. 2009; Luo et al. 2010), y algunos 

datos aportados en la descripción de los genomas de cestodos (Tsai et al. 2013).  
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Teniendo en cuenta estos problemas en el presente trabajo realizamos una búsqueda por 

homología para identificar las proteínas de la vía de ARN pequeños en Trematodos, 

Cestodos y Turbelarios, tomando como referencia el nematodo modelo C. elegans.  

Si bien en este trabajo se reportan los genes de la vía de miARN identificados en 12 

platelmintos, durante la Maestría se generaron datos, aún preliminares, sobre los genes 

participantes en las otras vías de síntesis ARN pequeños que continuaremos estudiando 

durante el doctorado.  

Para ello se identificaron los genes participantes en el nematodo modelo, y se generó 

localmente una base de datos con toda la información transcriptómica y genómica disponible 

de platelmintos, sobre la que realizar las búsquedas. Las secuencias identificadas fueron 

analizadas a través de alineamientos y generación de árboles filogenéticos, y determinación 

de dominios proteicos presentes. Adicionalmente una vez que se disponibilizaron 

públicamente los genomas de varios platelmintos en el sitio Wormbase-Parasite, se 

realizaron búsquedas en ese sitio, utilizando los reportes y mapas allí generados. 

Se hallaron ortólogos para la mayoría de los genes de la vía excepto dos genes (VIG-1  y 

AIN-1/2) vinculados al complejo RISC.  Aunque no se conoce como interactúan VIG-1 y 

AIN-1/2 dentro del complejo miRISC, la ausencia de ambos genes resulta llamativa y es 

posible suponer que podrían actuar coordinadamente. En todo caso, la ausencia de estos 

genes nos hace pensar que podría existir un proceso de simplificación del complejo RISC en 

platelmintos. Tampoco es posible descartar que los genes ortólogos de VIG-1 y AIN-1/2 de 

platelmintos presenten una divergencia mayor a la de otros grupos de ortólogos identificados 

en este trabajo y que por esa razón no hayan sido detectados con los métodos utilizados en 

este estudio, o que existan secuencias análogas que cumplan las funciones de las proteínas 

no detectadas. 
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Observamos que en términos generales la vía de miARNs está completa en todos los 

platelmintos estudiados. Sin embargo, detectamos algunas particularidades interesantes en 

estos organismos. Las proteínas centrales Dicer y Argonautas están presente en todos los 

platelmintos, aunque con particularidades llamativas. 

Los platelmintos presentan más de una proteína de tipo Dicer  
 

Dicer pertenece a la clase III de la familia de las enzimas Ribonucleasa III se caracterizan 

por tener un dominio Helicasa C en la región N-terminal, un dominio PAZ, dos dominios 

Ribonucleasa III y un dominio de unión a ARNdc (Jaronczyk, Carmichael, and Hobman 

2005). Sin embargo, proteínas Dicer funcionales que no poseen uno o varios de los dominios 

proteicos funcionales descriptos en la estructura canónica de Dicer han sido reportados en 

varios organismos (Jaronczyk, Carmichael, and Hobman 2005; MacRae et al. 2006; Shi, 

Tschudi, and Ullu 2006; Pompey, Foda, and Singh 2015).  En los platelmintos encontramos 

una Dicer canónica y se encontró además un segundo grupo de proteínas Dicer que se 

agrupan en un subclado independiente al que denominamos Dicer-like. 

Mientras que en Turbelarios y Cestodos las proteínas Dicer-like tienen dominios funcionales 

similares a los de las proteínas Dicer canónicas, en trematodos solo parecen estar presentes 

los dos dominios Ribonucleasa III. No podemos descartar que la secuencia de otros dominios 

funcionales sean muy diveregentes y por lo tanto no puedieran ser detectadas. Aunque 

proteínas Dicer con solo dos dominios Ribonucleasa III han probado ser funcionales en 

Trypanosoma brucei (Shi, Tschudi, and Ullu 2006), desconocemos si las proteínas Dicer-

like de Trematodos son funcionales. Los datos de expresión génica muestran que Dicer-like 

se expresa en S. mansoni (http://www.genedb.org/). Esto sumado al hecho que en dos 

familias de trematodos, Opistorchidae y Fasciolidae, los genes Dicer-like estén duplicados 

en tándem y que las secuencias se conservan a nivel aminoacidico sugieren que estos genes 

pueden estar cumpliendo alguna función aun no detectada.  
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En platelmintos hay dos subgrupos de Argonautas 
 

Las Proteínas Argonauta se caracterizan por poseer un dominio de unión a ARN llamado 

PAZ y un dominio catalítico (PIWI). Las Argonautas se clasifican tradicionalmente en tres 

subfamilias las Ago-like, Piwi-like y la clase 3 que corresponde a las proteínas Argonauta 

secundarias presentes en nematodos (Wago) (Hutvagner and Simard 2008). 

Ya ha sido reportado que en Platelmintos existen varios genes Argonauta (Zheng 2012; Luo 

et al. 2010; Gomes et al. 2009). Sin embargo este es el primer trabajo que compara los genes 

Argonauta en múltiples especies de platelmintos lo que permitió encontrar claras diferencias 

entre Trematodos, Cestodos y Turbelarios. 

Al analizar el árbol filogenético a partir del alineamiento de proteínas de la familia 

Argonauta de varias especies de la escala evolutiva observamos que las proteínas Argonautas 

de platelmintos se agrupan principalmente en los clados Ago y en un cuarto clado que 

denominamos Flatworm-Agos (FL-Ago). A su vez, si bien el grupo de las FL-Agos parece 

tener un origen ancestral en todos los platelmintos, observamos que el número de copias es 

variable. S. mansoni y S. japonicum tienen dos genes FL-Ago que parecen haber surgido en 

un ancestro común de estas dos especies. Dada la divergencia evolutiva cercana de los 

Schistosomas no resulta extraño que las secuencias de estas especies se agrupen en una rama 

dentro del árbol de las FL-Agos. Lo mismo sucede con las 3 copias detectadas en las especies 

de Echinococcus. En T. solium, H. microstoma, M. corti y S. mediterranea las duplicaciones 

parecen haber ocurrido dentro de cada especie por separado. En todo caso, parece existir una 

presión evolutiva para la ganancia de genes FL-Ago de forma independiente entre los 

distintos linajes platelmintos. No podemos descartar, a su vez, que los genes FL-Agos hayan 

surgido por conversión génica. 

No se detectaron ortólogos de proteínas Piwi-like en trematodos y cestodos, pero si en 

turbelarios. Estos resultados concuerdan con reportes previos (Zheng 2012; Skinner et al. 
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2014) y con la ausencia de piARNs en los datos la secuenciación de ARN pequeños 

(Fontenla et al. 2015; Cucher et al. 2015). En el clado Ago correspondiente a los argonautas 

canónicos, solo la planaria S. mediterranea posee dos genes mientras que en trematodos y 

cestodos hay un gen único. Sin embargo en el clúster de las Flatworm-Agos la cantidad de 

parálagos en cada especie es heterogéneo, entre dos y tres. Solo en S. mansoni y 

Echinococcus se observó que los genes de las FL-Agos están dispuestos en tándem aunque 

no es posible descartar que en otros platelmintos exista la misma estructura genómica. Esto 

se debe a que los ensamblajes de los genomas de las otras especies son todavía muy 

primarios, representados por muchos contigs cortos, por lo que es posible que esta estructura 

genómica exista pero pase aun desapercibida. 

Esta baja calidad de algunos de los borradores genómicos nos llevaron a la necesidad de 

reanotar algunos modelos génicos, pues detectamos errores de anotación, y aun más, 

regiones donde parece estar presente el gen en cuestión, pero que no fue predicho en la 

anotación inicial. 

En ningún platelminto se hallaron ortólogos de las Wago (2ary-Agos) que participan 

principalmente en C. elegans como Argonautas de la vía de amplificación mediada RNA 

polimerasas dependientes de ARN. Este resultado, junto con otros que obtuvimos en la 

búsqueda de ortólogos de genes participantes en la vía de amplificación (no reportados aquí), 

nos permiten concluir que esta vía presente en algunos nematodos, no están presente en 

platelmintos.  

Los resultados obtenidos evidencian claras diferencias entre los mecanismos de regulación 

génica entre platelmintos y nematodos, y resaltan la existencia de particularidades en 

platelmintos que requieren un estudio más detallado. 
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Los microARN del estadio NEJ de F. hepatica 
 

Cuando comenzamos este trabajo se conocían datos de algunos miARNs del estadio adulto 

de F. hepatica (Xu et al. 2012) pero se desconocía si los perfiles de expresión variaban 

respecto a otros estadios.  Para iniciar la caracterización de los miARNs en el estadio 

invasivo NEJ de F. hepatica obtuvimos y secuenciamos los ARN pequeños de una población 

de juveniles obtenidos in-vitro por la activación de metacercarias. 

Identificamos representantes de 40 miARNs, la mayoría de los cuales pertenecen a familias 

conservadas así como algunas pocas descriptas solo en platelmintos. Todas las familias de 

miARNs reportadas previamente en el estadio adulto de F. hepatica (Xu et al. 2012) fueron 

detectadas, con altos niveles de expresión en el estadio NEJ.  

Al momento de realizado este trabajo no se contaba con un ensamblaje del genoma de F. 

hepatica, por lo que fue necesario realizar un ensamblaje local para identificar miARNs 

noveles putativos, y logramos identificar 5 miARN noveles con buen folding y significancia 

estadística expresados en el estadio NEJ. Estos miARN noveles no estaban conservados en 

los genomas de otros trematodos por lo que podrían actuar modulando vías metabólicas y 

etapas del desarrollo específicas de F. hepatica. Previo a que este trabajo fuera publicado 

(Fontenla et al. 2015) se hicieron públicos dos ensamblajes del genoma de F. hepatica 

(Cwiklinski et al. 2015; Martin et al. 2015), los que permitieron confirmar todos los miARNs 

identificados a partir de nuestro ensamblaje local. 

Los platelmintos presentan una reducción de su miRNoma 
 

La historia de la evolución de los animales muestra que una vez que un miARN emerge en 

un linaje particular raramente se pierde en los linajes descendientes (Sempere et al. 2007). 

Dada esta fuerte conservación, se ha sugerido que los miARNs están bajo una intensa 

selección negativa y consecuentemente son considerados como un marcador filogenético 
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relevante (Wheeler et al. 2009; Tarver et al. 2013). Dada su posición entre los 

Lophotorchozoarios, se espera que los platelmintos compartan al menos 46 familias de 

miARNs (Tarver et al. 2013), sin embargo estudios recientes han reportado la ausencia de 

varias familias de miARNs, especialmente en los linaje parasitarios ( Fromm et al. 2013; Bai 

et al. 2014). En concordancia con estos estudios, nuestro dataset muestra que el miRnoma 

de F. hepatica solo presenta la mitad de las familias esperadas para un Lophotorchozoario. 

A pesar de esta reducción, en nuestro set de miARNs detectamos familias que habían sido 

reportadas como ausentes en Trematodos (Fromm et al. 2013; Lu et al. 2009). 

Adicionalmente, se hallaron familias de miARNs reportados en otros platelmintos 

endoparasitos (Bai et al. 2014), por lo que podrían representar una innovación adquirida solo 

en estos organismos con función aún desconocida. Pero que podrían estar regulando genes 

específicos de vías de metabólicas surgidas en este linaje de los platelmintos por la 

adaptación al parasitismo. 

La menor conservación de la secuencia de los miARNs de platelmintos 

sugiere una alta tasa mutacional 
 

Los miARNs están entre las secuencias evolutivamente más conservadas con una baja tasa 

de mutaciones (Wheeler et al. 2009). Dentro de la secuencia de los miARNs maduros la 

región ‘semilla’, comprendida entre las posiciones 2-8, es la principal determinante de la 

selección del sitio blanco y esta extremadamente conservada. 

Cuando analizamos las familias de miARNs conservadas presentes en F. hepatica 

observamos varias diferencias en la secuencia fuera de la región semilla. Interesantemente, 

esta divergencia no solo se restringió a F. hepatica y parece ser característica de los 

platelmintos en general. 

Mientras que la conservación es notoriamente alta incluso entre deuterostomados, 

ecdysozoas y lophotrochozoas evolutivamente distantes, los platelmintos muestran 

variaciones marcadas (en general linaje específicas) con conservación estricta restringida a 
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la región semilla. La alta tasa de variaciones observada en las secuencias los miARNs de 

platelmintos podría afectar los blancos identificados por estos. En todo caso, si están co-

evolucionando, una alta tasa de substituciones parece ser característica de los platelmintos. 

El origen de esta variaciones en secuencias tan conservadas a lo largo evaluación es aun 

desconocido y las consecuencias de estas variaciones son preguntas interesantes que 

emergen de este estudio. 

Secuencias derivadas de ARNt integran la población de ARN pequeños 

 
Los piARNs son secuencias de ~30 nt que están relacionados al silenciamiento post-

transcripcional de transposones y secuencias repetidas en la línea germinal (Weick and 

Miska 2014). A su vez han detectado altos niveles de expresión de piARNs en los neoblastos 

S. mediterranea (Palakodeti et al. 2008; Friedländer et al. 2009).  

Mientras que los neoblastos existen en los platelmintos parásitos, como ya hemos 

mencionado, no se han detectado piARNs en Cestodos y Trematodos, lo cual plantea la 

interrogante de como se mantiene la integridad genómica en estos organismos (Skinner et 

al. 2014). Se ha propuesto que otros ARN pequeños podrían asumir el rol de los piARNs en 

platelmintos y en algunos otros nematodos en los que no se ha identificado piARNs (Britton 

et al. 2014). 

En nuestro set de datos hallamos una población de ARN pequeños de 32 nt que 

correspondieron a mitades ARNts. A su vez, dentro de esta población observamos clara 

sobrerrepresentación de secuencias que correspondían a mitades 5’. 

Los ARNt halves son secuencias de entre 30-35 nt derivadas de la fragmentación de ARNts 

en el bucle anticodon y se las ha reportado como reguladores post-transcripcionales en 

respuesta al estrés en una gran variedad de organismos (Garcia-Silva et al. 2013; Thompson 

and Parker 2009). 
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A su vez se ha reportado en T. cruzi que los ARNt halves son secretados y podrían participar 

en la interacción parásito-hospedero durante el proceso invasivo ( Garcia-Silva et al. 2014). 

Nuestros hallazgo de ARN pequeños derivados de ARNts en el estadio NEJ plantea nuevas 

e interesantes preguntan sobre su papel como reguladores de la expresión génica en F. 

hepatica y/o si intervienen en la invasión, o si por otro lado son producidos por el parásito 

en respuesta al estrés del cultivo. 

 

 

 

CONCLUSIÓN 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo aportan al conocimiento de un mecanismo de 

regulación aún poco estudiado en platelmintos en general y en F. hepatica en particular. 

Notablemente detectamos variaciones relevantes tanto en las vías de generación de ARN 

pequeños como en las poblaciones de ARN pequeños generados. Estas singularidades 

requieren un estudio más detallado, y pueden aportar al conocimiento de los mecanismos de 

regulación en general pero sobre todo resultan promisorias para el desarrollo de nuevas 

estrategias de control de estas parasitosis.  
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APENDICE 

 

Scripts usados para la búsqueda ortólogos de la vía de regulación mediada por de 

ARNi. 

Script para descarga de datos 

#!/bin/sh/ 
 

echo "wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/hymenolepis_nana/PRJEB508/hymenolepis_nana.PRJEB5
08.WBPS1.proteins.fa.gz" 

time wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/hymenolepis_nana/PRJEB508/hymenolepis_nana.PRJEB5
08.WBPS1.proteins.fa.gz 

echo "wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/mesocestoides_corti/PRJEB510/mesocestoides_corti.PRJE
B510.WBPS1.proteins.fa.gz" 

time wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/mesocestoides_corti/PRJEB510/mesocestoides_corti.PRJE
B510.WBPS1.proteins.fa.gz 
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echo "wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schistocephalus_solidus/PRJEB527/schistocephalus_solidu

s.PRJEB527.WBPS1.proteins.fa.gz" 

time wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schistocephalus_solidus/PRJEB527/schistocephalus_solidu
s.PRJEB527.WBPS1.proteins.fa.gz 

echo "wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/spirometra_erinaceieuropaei/PRJEB1202/spirometra_erina
ceieuropaei.PRJEB1202.WBPS1.proteins.fa.gz" 

time wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/spirometra_erinaceieuropaei/PRJEB1202/spirometra_erina
ceieuropaei.PRJEB1202.WBPS1.proteins.fa.gz 

echo "wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/taenia_asiatica/PRJEB532/taenia_asiatica.PRJEB532.WBP
S1.proteins.fa.gz" 

time wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/taenia_asiatica/PRJEB532/taenia_asiatica.PRJEB532.WBP
S1.proteins.fa.gz 

echo "wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/taenia_solium/PRJNA170813/taenia_solium.PRJNA17081
3.WBPS1.proteins.fa.gz" 

time wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/taenia_solium/PRJNA170813/taenia_solium.PRJNA17081
3.WBPS1.proteins.fa.gz 

echo "wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/echinostoma_caproni/PRJEB1207/echinostoma_caproni.P
RJEB1207.WBPS1.proteins.fa.gz" 

time wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/echinostoma_caproni/PRJEB1207/echinostoma_caproni.P
RJEB1207.WBPS1.proteins.fa.gz 

echo "wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/fasciola_hepatica/PRJNA179522/fasciola_hepatica.PRJNA
179522.WBPS1.proteins.fa.gz" 

time wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/fasciola_hepatica/PRJNA179522/fasciola_hepatica.PRJNA
179522.WBPS1.proteins.fa.gz 

echo "wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schistosoma_curassoni/PRJEB519/schistosoma_curassoni.
PRJEB519.WBPS1.proteins.fa.gz" 

time wget 
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schistosoma_curassoni/PRJEB519/schistosoma_curassoni.

PRJEB519.WBPS1.proteins.fa.gz 

echo "wget 
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schistosoma_haematobium/PRJNA78265/schistosoma_hae

matobium.PRJNA78265.WBPS1.proteins.fa.gz" 

time wget 
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schistosoma_haematobium/PRJNA78265/schistosoma_hae

matobium.PRJNA78265.WBPS1.proteins.fa.gz 

echo "wget 
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schistosoma_japonicum/PRJEA34885/schistosoma_japonic

um.PRJEA34885.WBPS1.proteins.fa.gz" 

time wget 
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schistosoma_japonicum/PRJEA34885/schistosoma_japonic

um.PRJEA34885.WBPS1.proteins.fa.gz 

echo "wget 
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schistosoma_mansoni/PRJEA36577/schistosoma_mansoni.

PRJEA36577.WBPS1.proteins.fa.gz" 

time wget 
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schistosoma_mansoni/PRJEA36577/schistosoma_mansoni.

PRJEA36577.WBPS1.proteins.fa.gz 

echo "wget 
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schistosoma_margrebowiei/PRJEB522/schistosoma_margr

ebowiei.PRJEB522.WBPS1.proteins.fa.gz" 

time wget 
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schistosoma_margrebowiei/PRJEB522/schistosoma_margr

ebowiei.PRJEB522.WBPS1.proteins.fa.gz 

echo "wget 
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schistosoma_mattheei/PRJEB523/schistosoma_mattheei.P

RJEB523.WBPS1.proteins.fa.gz" 

time wget 
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schistosoma_mattheei/PRJEB523/schistosoma_mattheei.P

RJEB523.WBPS1.proteins.fa.gz 

echo "wget 
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schistosoma_rodhaini/PRJEB526/schistosoma_rodhaini.PR

JEB526.WBPS1.proteins.fa.gz" 
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time wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schistosoma_rodhaini/PRJEB526/schistosoma_rodhaini.PR

JEB526.WBPS1.proteins.fa.gz 

echo "wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/trichobilharzia_regenti/PRJEB4662/trichobilharzia_regenti.
PRJEB4662.WBPS1.proteins.fa.gz" 

time wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/trichobilharzia_regenti/PRJEB4662/trichobilharzia_regenti.
PRJEB4662.WBPS1.proteins.fa.gz 

echo "wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/protopolystoma_xenopodis/PRJEB1201/protopolystoma_x
enopodis.PRJEB1201.WBPS1.proteins.fa.gz" 

time wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/protopolystoma_xenopodis/PRJEB1201/protopolystoma_x
enopodis.PRJEB1201.WBPS1.proteins.fa.gz 

echo "wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schmidtea_mediterranea/PRJNA12585/schmidtea_mediterr
anea.PRJNA12585.WBPS1.proteins.fa.gz" 

time wget 

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/wormbase/parasite/releases/WBPS1/species/schmidtea_mediterranea/PRJNA12585/schmidtea_mediterr
anea.PRJNA12585.WBPS1.proteins.fa.gz 

 

**Descompresión de archicos** 

#!/bin/sh/ 

for x in $(cat lista) 

do 

gunzip $x 

done 

**Formateo de bases de datos** 

#!/bin/sh/ 

for x in $(ls -l *.fa | awk '{print $9}') 

do 

formatdb -p T -i $x 

done  
**Comando para Blast Directo** 

#!/bin/sh/ 

for x in $(ls -l *.fa | awk '{print $9}' | awk -F '.' '{print $1}') 

do 

blastall -p blastp -e 0.00001 -i query_CelP.fas -d $x.fa -m 0 > ./blast_out/$x.al 

blastall -p blastp -e 0.00001 -i query_CelP.fas -d $x.fa -m 8 > ./blast_out/$x.tab 

done 

**Extracción de los hits obtenidos en platelmintos** 

#!/bin/sh/ 

for x in $(ls -l *.fa | awk '{print $9}' | awk -F '.' '{print $1}') 

do 

grep -f $x.hits -A1 $x.fa | sed 's/--//' | sed '/^$/d'> ./hits_plathy/pl_$x 

done 

**Comando para Blast reverso** 

#!/bin/sh/ 

for x in $(ls -l pl_* | awk '{print $9}' | awk -F 'l_' '{print $2}') 

do 

blastall -p blastp -b 1 -e 0.00001 -i pl_$x -d c_elegans.PRJNA13758.WS244.protein.fa -m 8 > rev_$x 

done 

**Extracción de las secuencias ortólogas de la vía de los proteomas de platelmintos** 

#!/bin/sh/ 

for x in $(ls -l pl_* | awk '{print $9}' | awk -F 'l_' '{print $2}') 

do 

grep -f id_via rev_$x | awk '{print $1, $2}' | sort | uniq > r_list$x 

done 

 

for i in $(cat id_via) 

do 

    for j in $(ls -l pl_* | awk '{print $9}' | awk -F 'l_' '{print $2}') 

    do  

        grep $i r_list$j >> $i.ort  

    done 

done 

 

for i in $(ls -l *.lista | awk '{print $9}' | awk -F '.l' '{print $1}') 

do 

    for j in $(cat $i.lista) 
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    do  

        grep '\b'$j'\b' -A1 all_hits.fa | sed 's/--//' | sed '/^$/d' >> ./via_ort/$i.ort  

    done 

done 
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Tabla Suplementaria 1. Posiciones genómicas de ortólogos de la vía de miARNs 

detectados en platelmintos 

 

DRSH-1 DCR-1 Dicer-like Ago1 FL-AGO TSN-1 PASH-1 XPO-1

scaffold1234: 

14666..52229: 

hebra+

scaffold5156: 

149475..15672

3: hebra-

scf00285: 

428221..45773

2: hebra+

scf00024: 

1048420..1070

954: hebra-

scf00285: 

464265..49674

9: hebra-

scf00684: 

92276..170262: 

hebra-

471: 

76183..114479: 

hebra+

167: 

138081..15690

7: hebra-

471: 

116762..14755

9: hebra-

103: 

810852..88841

7: hebra-

S000385: 

179502..18692

9: hebra-

S004191: 

40055..55053: 

hebra-

SC_0250: 

11056..17722: 

hebra+

SC_0250: 

57859..64549: 

hebra+

scaffold_0025: 

542807..54564

2: hebra-

scaffold_0025: 

553128..55550

7: hebra-

scaffold_0026: 

12999..17684: 

hebra-

scaffold_0077

67: 

865757..86904

1: hebra-

scaffold_0077

71: 

6094..10633: 

hebra-

scaffold_0077

71: 

20915..25481: 

hebra-

contig_03097: 

1406..4541: 

hebra-

contig_02914: 

3..4019: hebra-

contig_03169: 

3270..4306: 

hebra-

contig0000839: 

285..12599: 

hebra+

contig0001006: 

389..10264: 

hebra+

scaffold00005

53: 

26746..34179: 

hebra-

scaffold_10: 

196178..20105

7: hebra+

scaffold_354: 

43753..52540: 

hebra+

M. corti
scaffold0000165:3639

0..45851: hebra-

scaffold0000196: 

44035..60090: 

hebra+

scaffold00003

93: 

14633..25483: 

hebra+

contig0000409: 

4610..12701: 

hebra-

scaffold00010

39: 6783..7274: 

hebra+ 

contig0002517: 

16..1502: 

hebra+ 

scaffold00003

56: 

61009..60524: 

hebra-

scaffold00001

76: 

84209..89422: 

hebra+

scaffold00008

40: 2516..7549: 

hebra+

v31.000191: 

46815..54482: 

hebra+
v31.036615: 

1405..4660: 

hebra+

v31.000678: 

114641..13207

9: hebra-

scaffold_0001: 

1493063..1508

146: hebra-

T
u

rb
e
la

ri
o

S. 

mediterranea

v31.000125:116128..1

29555: hebra-

v31.001736: 

37414..61348: 

hebra+

v31.004816: 

15251..20262: 

hebra-

v31.008596: 

4..8604: 

hebra+

v31.000678: 

44657..63988: 

hebra-
v31.001005: 

50039..53178: 

hebra+

v31.008104: 

1428..5271: 

hebra- 

v31.013804: 

2114..2489: 

hebra+

C
e
s
to

d
o

s

H. microstoma

scaffold_0001: 

700214..710526: 

hebra+

scaffold_0006:76

09372..7629164: 

hebra-

scaffold_0006: 

3562558..3583

827: hebra-

scaffold_0008: 

3633705..3646

940: hebra+

scaffold_0001:

18509024..185

12363: hebra+

scaffold_04: 

1613897..1620

995: hebra-

T. solium

contig_00130: 

115212..122349: 

hebra-

contig_00416: 

39951-53703: 

hebra+

contig_02859: 

34..3444: 

hebra+ 

contig_01713: 

6090..12876: 

hebra-

contig_00634: 

735..10298: 

hebra-

contig_00156:5

6985..61279: 

hebra-

contig_00287: 

85648..87221: 

hebra-

contig_00007: 

322731..33658

5: hebra+

E. 

multilocularis

scaffold_01: 

18893710..18901164: 

hebra+

scaffold_06: 

6958478..697062

8: hebra-

contig_62302: 

3191820..3271

153

scaffold_09: 

1957199..1967

699: hebra+

scaffold_02:14

077657..14081

931: hebra-

scaffold_01: 

16788123..167

94086: hebra-

E. granulosus

scaffold_0012: 

1983871..1991406: 

hebra+

scaffold_0015: 

533365..545551: 

hebra+

scaffold_0008: 

3294248..3310

032: hebra-

scaffold_0011: 

915440..92599

3: hebra+

scaffold62: 

160262..205275: 

hebra+

scaffold1401: 

28367..55973: 

hebra-

scaffold545: 

323851..34986

7: hebra-

scaffold326: 

102396..10841

0: hebra+

Chr_1: 

32483304..324

95136: hebra-

SC_0235: 

69833..122456: 

hebra+

scaffold_0002: 

1298349..1293

2665: hebra-

scaffold_0017: 

951529..95752

0: hebra-

scaffold_0031: 

241664..24880

9: hebra-

C. sinensis

scf00068: 

175047..217371: 

hebra-

scf01320: 

690..51244: 

hebra+

scf01692: 

50257..65388: 

hebra+

scf00841: 

104576..11949

5: hebra+

scf00546: 

3956..23582: 

hebra+

S000964: 

67799..80663: 

hebra-

S. mansoni

Chr_2.unplace

d.SC_0108: 

207465..24327

8: hebra-

Chr_7: 

5784421..5808

166: hebra-

Chr_3.unplace

d.SC_220: 

28895..38248: 

hebra+

Chr_4: 

19342536..193

66177: hebra-

scaffold385: 

105665..11501

9: hebra-

scaffold1357: 

114452..11838

1: hebra-

scaffold456: 

173092..18831

7: hebra-

S. japonicum
S000447: 

16031..61961: hebra+

S000963: 

106421..156556: 

hebra-

S000359: 

34078..58210: 

hebra-

S000377: 

166939..19802

1: hebra+

S003714: 

11014..21005: 

hebra-

S000058: 

185628..20716

3: hebra-

S. 

haematobium

scaffold566: 

135922..177412: 

hebra+

473: 148606..200673: 

hebra-

67: 

1601303..167156

2: hebra+

35: 

996642..10212

77: hebra+

6: 

1568195..1587

723: hebra-

40: 

2047068..2056

309: hebra-

178: 

635265..64764

0: hebra-

scaffold319: 

349707..40535

6: hebra-

scaffold2835: 

114916..15384

1: hebra+
scaffold1234: 

97922..159914: 

hebra-

scaffold668:14

9409..189205: 

hebra-

Chr_5: 

1170439..1217340: 

hebra-

scaffold_0004: 

1242611..1245

967: hebra+

Endoribonucleasas Argonautas Otros factores

T
re

m
a
to

d
o

s

F. hepatica 

(PRJNA17952

2)

Contig4134: 

17154..78180: hebra-

Contig3056: 

20589..97823: 

hebra- 

Contig2023: 

124743..14853

3: hebra- Contig812: 

26102..39696: 

hebra+

Contig1642: 

146..4638: 

hebra+ Contig6548: 

10806..20454: 

hebra+ 

Contig283: 

323337..37378

9: hebra-

Contig3369: 

55388..89264: 

hebra-Contig2023: 

24951..72310: 

hebra+

Contig3984: 

10024..70497: 

hebra+

F. hepatica 

(PRJEB6687)

scaffold2953: 

24160..79999: hebra-

scaffold1520: 

3442..97224: 

hebra+

scaffold1192: 

301232..34819

0: hebra+

scaffold375: 

122739..13492

8: hebra+

scf00526: 

4821..23172: 

hebra+

O. viverrini
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