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Resumen

Resumen del Trabajo

Los genes con homeobox se encuentran presentes en todos los metazoarios, y
sus productos estan involucrados en el establecimiento y control de patrones
morfoldgicos durante el desarrollo embrionario temprano. Asimismo, participan en la
especificacién de destinos celulares en etapas posteriores del desarrollo. La hidatidosis
representa un problema sanitario a nivel mundial, y en el Uruguay constituye una
zoonosis de caracter endémico. El agente etioldgico de la enfermedad hidatica es el
platelminto cestode Echinococcus granulosus. En este trabajo, estudiamos la expresion
de un gen con homeobox (Eghbx3/Stalker) en distintos estadios del parasito, mediante
la técnica de hibridizacién in situ e in toto, encontrando que puede jugar un rol clave
en la morfogénesis temprana del protoescélex (la forma larvaria metacesode). Su
expresion, en caracteristicos anillos que sugieren un proceso de difusion a partir de un
evento focal inicial, esta asociada a procesos de proliferacion de la capa germinativa
que daran lugar a la aparicion de protoescdlices. Stalker podria estar incluido entre los
factores que determinan las opciones morfoldgicas en las larvas de los Cestodes, las
cuales plantean interesantes problemas en relacidn a la determinacion del nimero y la
polaridad de los eventos de proliferacién y diferenciacion. En la tenia adulta, la
expresion de Stalker aparece entre las ventosas y luego en la genitalia en maduracion.
Se discuten estos resultados en un contexto evolutivo general, enfatizando las
aparentes homologias con otros sistemas modelo, y posibles estrategias de control del
ciclo parasitario. Asimismo, presentamos aspectos novedosos acerca de la morfologia
durante las primeras etapas del desarrollo del protoescolex de E. granulosus.
Realizamos un andlisis de los eventos que llevan a la aparicion de las estructuras
visibles de la larva metacestode, presentando en detalle aspectos vinculados a la
citodiferenciacion y citoproliferacion, y relacionandolos con la expresion de Stalker. Por
Ultimo, analizamos las secuencias gendmicas de otros tres genes con homeobox
(Eghbx4, 5 y 6), discutiendo la importancia del hallazgo de este tipo de genes en un
organismo que ocupa una posicion filogenética clave para la comprension de la

evolucidn del plan corporal de los metazoarios.



Introduccion

Introduccion

El Sistema en estudio y el contexto biolégico

“Since the developmental process is
inherited, the genome must contain

the regulatory programs with which to

control the pattern of genetic activity . . .

We feel that to explain the magnitude of

the functional and structural stage in evolution
it is necessary to postulate changes

in the regulatory apparatus *

(Britten & Davidson, 1971).

Una sintesis evolutiva nueva, que intenta explicar la macro y micro evolucion,
estd emergiendo, enfocandose en tres aspectos morfologicos de la biologia que los
paradigmas anteriores dejaron de lado: embriologia, relaciones filogenéticas vy
homologia. En esta sintesis naciente, la accion de los genes vinculados al desarrollo e
involucrados en la especificacion y el crecimiento celular son criticos en la aparicion de
nuevos taxones (Gilbert et a/., 1996). En adicion al descubrimiento de las remarcables
homologias de los genes con homeobox y de sus dominios de expresion, se han puesto
de manifiesto homologias de procesos que apoyan muchas de las anteriores
homologias estructurales. Vias de desarrollo homdlogas son encontradas en numerosos
procesos embrionarios, y en regiones discretas, en los llamados campos
morfogenéticos (revisado en De Robertis et a/, 1991). Estos campos aparecen como la
interfase entre genotipo y fenotipo. Tal como la célula funciona como la unidad de
estructura y funcion, el campo morfogenético se ve actualmente como la unidad onto y
filogenética, cuyos cambios provocan la aparicion de novedades evolutivas.

Los programas genéticos que controlan, activan y regulan los planes corporales
en el desarrollo de los animales, aparecieron y tomaron forma mediante el proceso
evolutivo (Revilla-I-Domingo & Davidson, 2003). El desarrollo es el proceso mediante
el cual se establecen dichos planes corporales, donde distintos tipos celulares aparecen
en dominios espaciales especificos -caracterizados a su vez por propiedades
estructurales particulares- producto de diferentes programas de expresion génica
ejecutados por las células. Durante el desarrollo embrionario, y a través del proceso de
especificacion regional, cada dominio corporal obtiene su propia identidad, y pasara
por una progresion de estados de expresion génica regulatoria, que llevaran al
establecimiento, y finalmente a la estabilizacién, de los programas terminales de
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expresion génica, los cuales confieren propiedades Unicas a cada tipo celular
(Davidson, 2001).

La especificacion regional durante la ontogenia comienza a partir de sefales
espacio-temporales. La respuesta celular a estas senales dependera de la historia
previa de la célula (estado previo de especificacion) y del genotipo. Las sefiales pueden
ser por ejemplo de tipo bioquimico, recibidas desde otras células, y afectar el curso de
eventos durante el desarrollo al causar la activacién o represion de genes particulares,
que muchas veces codifican para factores de transcripcion, en regiones particulares del
organismo. Estas interacciones celulares ocurren a su vez dentro de colecciones
particulares de células, que han sido identificadas como constituyentes de campos
morfogenéticos (Gilbert et al., 1996).

Los campos morfogenéticos asumen una actividad organizadora fundamental
en el desarrollo embrionario, actuando como unidades discretas, y son producidos por
las interacciones de la expresion de ciertos genes en dominios espaciales restringidos.
Pueden verse asi como una informacién que es traducida en entidades espacio-
temporales definidas y modulares. Esta modularidad es clave: los modulos
embrionarios (redes de interacciones génicas, campos morfogenéticos, pero también
primordios de estructuras diferenciadas) estan especificados genéticamente, presentan
atributos auténomos y organizacién jerarquica, pero ademas son plasticos, puesto que
soportan cambios en relacion a su localizacion, momento de manifestacion e
interacciones con otros mddulos (bricolage, ver Jacob, 1977; Duboule & Wilkins,
1998).

La homologia de los campos morfogenéticos puede darse dentro de un mismo
organismo (homologia de procesos seriada), o entre diferentes organismos (homologia
de procesos ortologa). La evolucién del plan corporal animal puede verse entonces
como la replicacién y modificacion de dichos campos: la cooperacion entre tipos
celulares “inductores” y “respondedores” es critica, y cualquier cambio entre ellos
puede alterar al desarrollo.

Vemos entonces que los programas genéticos vinculados al desarrollo se
estructuran en redes regulatorias modulares. Esta nocidn de modularidad sirve como
base para identificar y estudiar elementos individuales del genotipo o fenotipo de un
organismo dado, y en multiples niveles de la jerarquia bioldgica. Constituyen asi
unidades de seleccién, funcionando como individualidades en tres procesos vitales

fundamentales: replicacion, interaccion y evolucién (Gilbert, 2003).



Introduccion

Consisten basicamente en sistemas gendmicos de regulacion en cis y todos sus
vinculos, entre ellos factores de transcripcion, y componentes de las vias de
sefializacién y del control del crecimiento (Ej.: factores de crecimiento). Estas redes
han sido ampliamente conservadas durante la evolucidon de los metazoarios (Revilla-I-
Domingo & Davidson, 2003). Esta particular configuraciéon sistémica es conservativa,
tendiendo a la aparicion de homologias, y acotada por limitaciones o restricciones
(“constraints”, Hodin, 2000) propias de cada sistema. Pero es a la vez flexible: permite
de hecho la co-opcidon o reasignacion de “rutinas” o “subrutinas” regulatorias
preexistentes dentro del modulo de especificacion genético (a veces a través de
fendmenos heterocrénicos y/o alométricos, ver Gould, 1977, Smith, 2003),
posibilitando la aparicion de novedades fenotipicas durante el desarrollo y, en
definitiva, cambios morfoldgicos (Peterson y Davidson, 2000). Los sistemas modulares
de redes regulatorias aparecen asi como el nexo entre el desarrollo y la evolucion, y su
analisis provee nuevos medios de responder preguntas especificas acerca de la
robustez de los procesos de desarrollo, y de la preservacion de aspectos clave de
dichos procesos a través del tiempo evolutivo.

Asi, la asombrosa cantidad de variantes morfoldgicas en los seres vivos parece
construida sobre un conjunto limitado de programas génicos regulatorios, organizados
modularmente y manifestados bajo la forma de campos morfogenéticos. Este hecho
puede llevar a pensar que puede lograrse un entendimiento basico de los procesos de
desarrollo y evolucidn de los metazoarios mediante aproximaciones moleculares
reduccionistas. Sin embargo, y dado que las manifestaciones de las innovaciones
evolutivas son morfoldgicas, para revelar los principios subyacentes en la variedad de
formas vivas es necesario integrar aproximaciones moleculares con estudios
morfoldgicos (Hodin, 2000). En particular, el estudio de morfologias paralelas y otras
convergentes, seran claves para entender la plasticidad y las limitaciones
caracteristicas de los modulos génicos que regulan el desarrollo y la evolucidon de los

seres Vivos.
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Bilateria y Urbilateria. Los Bilateria (animales metazoarios triploblasticos que
presentan simetria bilateral) se dividen, a partir de recientes trabajos de reconstruccion
filogenética (Aguinaldo et al, 1997) en dos grandes clados superfiléticos: los
Protostomados y los Deuterostomados, y los primeros, a su vez se subdividen en
Lophotrochozoarios y Ecdisozoarios. Una de las consecuencias de estos trabajos, que
se basan en el andlisis del ADNr 18S y en las secuencias de homeodominios (HDs) del
tipo Hox, es el situar al phylum Platelmintos, considerado tradicionalmente como
Bilaterio basal, dentro del clado de los Lophotrochozoarios (revisado en Adoutte et al.,
1999; y Baguna et al., 2001).

Una cuestion fundamental de la biologia moderna es poder definir la naturaleza
del Ultimo ancestro comin entre Protostomados y Deuterostomados (el llamado
Urbilateria, Kimmel, 1996), no sélo para poder entender nuestros propios origenes,
sino también para poder refinar nuestra vision acerca de los sistemas regulatorios
operantes en los organismos actuales (Erwin & Davidson, 2002). Existen por lo menos
tres visiones al respecto.

La primera (teoria del planuloide-aceloide), postula un ancestro pequefo y
estructuralmente simple, diploblastico, acelomado, con una red nerviosa
descentralizada (Wilmer, 1990), similar quizas en su grado de organizacién a las larvas
planulae de los cnidarios actuales, y a partir de la cual el resto de los fila Bilaterios
evoluciond por etapas de creciente complejidad. Segun este punto de vista, tradicional,
los organismos actuales acelomados y pseudo-celomados serian Bilaterios basales,
mientras que los celomados y segmentados serian derivados.

Otra teoria, la mas moderna, postula que Urbilateria habria sido una larva
primaria ciliada, con una poblacién de células “guardadas” (set-aside, grupo de células
que no contribuyen al desarrollo o a las funciones larvarias, y que dan lugar a una
segunda ronda de desarrollo que origina las estructuras corporales del animal adulto).
Esta hipotesis se basa en la suposicion de que el tipo de desarrollo llamado “desarrollo
indirecto maximo” (donde larvas y adultos presentan diferentes planes corporales y
explotan distintos nichos ecoldgicos) es ancestral para los Bilaterios, y del que se
habria derivado el “desarrollo directo”, en el que las formas embrionarias son
originadas a partir del mismo plan corporal que el animal adulto (Erwin & Davidson,
2002; Sly et al., 2003).

Por Ultimo, se postula que el Urbilateria fue un animal esencialmente similar en

complejidad a los Bilaterios modernos (De Robertis & Sasai, 1996). Esta teoria se basa
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en la aparente homologia de los sistemas genéticos regulatorios del desarrollo
operantes en practicamente todos los Bilateria, lo cual ha llevado a postular que los
programas morfogenéticos generados por moléculas reguladoras especificas
constituyen sinapomorfias, y tiene como corolario que partes relevantes de las
estructuras corporales de insectos y humanos deberian ser consideradas homdlogas.

Bajo este paradigma, Urbilateria habria sido un organismo con boca, ano,
celomado, segmentado (proceso caracterizado molecularmente por la expresion de:
engrailed/En), con polaridad antero-posterior (A-P, caracterizado por la expresion
complejo de genes Hox, cuya conservacion estructural y de expresidon secuencial
constituiria el llamado zootjpo, Slack et al, 1993), polaridad dorso-ventral (D-V,
sog/chd y dpp/ BMP-4), un fotorreceptor primitivo (Pax6/eyeless), un vaso sanguineo
contractil o corazén (tinman/Nkx2.5 y DMEF2) y apéndices (fringe, serrate y otros
genes) (Kimmel, 1996; De Robertis, 1997).

Por atractiva que parezca esta hipdtesis, presenta por lo menos dos problemas
mayores (Erwin & Davidson, 2002): por un lado la (falta de) evidencia paleontoldgica
no apoya esta teoria (Chen et a/, 2004), y, aln mas importante, no existe evidencia
convincente de que las vias morfogenéticas per se estén conservadas, sino los
procesos de especificacion y diferenciacion de los diferentes tipos celulares.

Por otro lado, bajo esta concepcion, se ha planteado que los organismos
actuales no celomados o pseudocelomados serian derivados y estructuralmente
simplificados a partir de los celomados. En particular, los Platelmintos (sin ano,
acelomados, sin segmentacion verdadera, algunos de ellos sin fotorreceptores) serian
organismos simplificados secundariamente (Ballavoine, 1997; Adoutte et al, 1999;
Bagufa et al/, 2001).

Teniendo en cuenta todo lo expresado anteriormente, las ciertas homologias
genéticas encontradas entre Protostomados y Deuterostomados podrian apuntar al
hecho de que los sistemas sistemas genéticos de especificacion fueron reclutados (co-
optados) paralelamente en distintos linajes de Protostomados y Deuterostomados, a
partir de la evolucion de un ancestro mucho mas simple (Hodin, 2000). O,
parafraseando a Jacob (1977): “Las novedades provienen de asociaciones no vistas
previamente de material viejo. Crear es recombinar”.

Por otra parte, los mecanismos convergentes pueden indicar una flexibilidad en
las trayectorias de desarrollo dentro de un genotipo determinado, lo que se conoce
como “plasticidad fenotipica” (Pigliucci, 1996). Este hecho es particularmente visible

dentro de los cestodos, y en particular en Echinococcus granulosus (ver mas adelante).
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Algunos aspectos de la evolucion del plan corporal

I. HOMEOBOXES. Las homeoboxes son secuencias nucleotidicas que codifican
sesenta aminodacidos, encontrados en ciertos factores de transcripcion denominados
proteinas con homeodominios (HD). El HD adopta espacialmente una estructura del
tipo hélice-vuelta-hélice, a través de la cual interactia con secuencias de ADN
especificas -localizadas en regiones 5" de los genes blanco- a través de su 3? hélice,
llamada hélice de reconocimiento (Kissinger et al., 1990; Gehring, 1994).

Las homeoboxes estan presentes en todos los metazoarios, y sus productos
estan involucrados en el establecimiento y co
+ntrol de patrones morfoldgicos durante el desarrollo embrionario temprano.
Asimismo, participan en la especificacion de destinos celulares en etapas mas tardias
del desarrollo (De Robertis, 1994).

Uno de los hechos mas salientes de los genes que codifican proteinas con HD,
es que muchos de ellos estan organizados en “agrupamientos” o clusters en los
genomas estudiados. Estos clusters muestran una organizacion similar en grupos de
animales diferentes, formando los complejos HOM-C en Drosophila melanogaster y
mas genéricamente HOX-C o Hox en vertebrados (Duboule & Dolle, 1989; Graham et
al, 1989; Akam, 1989). Estos complejos derivarian de un ancestro comudn que ya
existia hace 500 millones de anos (Akam et al, 1994), y presentan mas homologia
entre las secuencias de ADN de los genes “paralogos” (aquellos que ocupan la misma
posicion relativa en los distintos clusters), que entre las de los genes de un mismo
agrupamiento.

Otra caracteristica de los complejos Hox, compartida por muchos grupos de
animales, es la llamada “colinearidad”. Esta se refiere a una llamativa correlacion entre
el orden de los genes con homeoboxes dentro del agrupamiento y su patron de
expresion corporal. Otro aspecto de la colinearidad es la existencia de una jerarquia
funcional entre los miembros de un cluster, tal que los genes que actlan mas
posteriormente imponen su especificidad sobre los genes que actian mas
anteriormente (“regla de la prevalencia posterior”, Struhl, 1983; Busturia & Morata,
1988). La significacion bioldgica de esta jerarquizacion ain no ha sido elucidada, pero
se cree que refleja un mecanismo de regulacion compartido, dependiente de la

organizacion cromatinica (Kondo & Douboule, 1999).
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El estudio comparativo de los genes con homeobox es una herramienta
poderosa para definir relaciones entre los genes vinculados al desarrollo y la evolucion
del plan corporal. Los datos obtenidos acerca de la organizacion de estos genes en
complejos, asi como el estudio de sus dominios de expresidon durante la embriogénesis
y la conservacién de sus secuencias permite la subdivision de dichos genes en clases y
subclases, que habria aparecido temprano en la evolucidon del reino animal (De
Robertis, 1994). En particular, la evolucion del complejo Hox parece haber seguido
diferentes caminos en Protostomados y Deuterostomados: se ha propuesto que el
Ultimo ancestro comun de los linajes mas importantes entre los Protosotomados poseia
un Unico complejo Hox de entre ocho y once genes (Balavoine et a/., 2002), mientras
que el ancestro comun entre Cnidaria y Bilateria poseia tres genes Hox (Finnerty et al.,
2004).

I1. Ejes corporales. Una de las sinapomorfias mas caracteristica de los Bilateria es la
simetria bilateral (revisado en Finnerty, 2003). Se manifiesta a partir de la interseccién
de dos sistemas ortogonales de especificacion corporal: el eje A-P, especificado por la
accién secuencial y colineal de los genes Hox, y el D-V, especificado por dpp
(decapentaplegic) y sus socios moleculares, los cuales constituirian ejemplos claros de
sistemas modulares homologos.

Los Cnidarios son considerados tradicionalmente como un grupo externo de los
Bilateria y con simetria radiada (bi o tetrarradiada). Sin embargo, en el estadio adulto
presentan internamente un plano de simetria bilateral (llamado “eje directivo”, ya
descrito en Hyman, 1940,y citado por Finnerty et al., 2004), transversal al eje oral-
aboral y que atraviesa la faringe. Por otro lado, presentan genes Hox, expresados en
un arreglo escalonado oral-aboral, asi como expresion de dpp en un solo lado del
blastoporo (Finnerty et al, 2004). La homologia (y no la homoplasia o convergencia)
aparece como la explicacidon mas parsimoniosa para la conservacién de estos rasgos
morfoldgicos y moleculares.

Por lo tanto, la simetria bilateral apareceria hoy como una sinapomorfia entre
los Cnidarios y los Bilaterios. Esta homologia molecular no implica necesariamente una
estructural: la utilizacion de genes homdlogos entre Cnidarios y Bilaterios para el
establecimiento de los dos ejes corporales primarios (A-P, D-V), sugiere que existe
homologia a nivel de los mecanismos moleculares, y no entre las estructuras cuyas

localizaciones estan regidas por estos modulos genéticos (Finnerty, 2003).
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En sintesis, los analisis recientes revelan sistemas moleculares conservados en
el establecimiento del patrén A-P y el eje D-V en los grupos mayores de invertebrados
y vertebrados, a pesar de las grandes diferencias presentes en, por ejemplo, su modo
de gastrulacion. Aun asi, la relacion entre los ejes embrionarios y adultos no es
consistente en todos los metazoarios (Holland, 2000), y los planteos de Willmer
(1990), en cuanto a que el origen de la simetria en la evolucion de los metazoarios es
un tema aln no resuelto, enfatiza la necesidad de realizar estudios en una variedad de
organismos, particularmente en los Protostomados basales, para aclarar el origen de

las formas corporales de los metazoarios Bilaterios.

II1. Estructuras mesodérmicas

Mas alla del complejo Hox: el rol de los genes NK-2

Genes NK. Los genes con homeobox se pueden clasificar -segin su similitud de
secuencia- en superclases (por Ej. la Antennapedia, Pollard & Holland, 2000), familias
(cuyo paradigma lo constituyen los genes Hox), y subfamilias (Burglin, 1994; Banerjee-
Basu & Baxevanis, 2001).

Otra de las familias conservadas a lo largo de la evolucién es la NK (Kim &
Niremberg, 1989). Caracterizados originalmente en Drosophila melanogaster, varios,
aunque no todos (NK-2 y scrou) los genes del tipo NK estdan organizados en un
agrupamiento cromosomico (93DE), aunque sus patrones de expresion no cumplen
con la colinearidad espacial (Jagla et al, 2001). El agrupamiento NK es conservado
entre distintos linajes y muy antiguo, suponiéndose que es basal a todos los Bilateria
(Luke et al, 2003). A diferencia de los agrupamientos Hox y paraHox (Pollard &
Holland, 2000), el NK no ha retenido su caracter compacto durante la evolucion
animal, sino que ha estado sujeto a diversos reordenamientos y dispersiones, lo que

puede reflejar una plasticidad funcional remarcable.

Genes NK-2. El rasgo mas conspicuo de los genes de la clase NK-2 es que un
subgrupo de ellos (“cardiaco”, ver Tabla Intro_NK2), se expresa en los primordios del
corazon tanto en Drosophila como en los vertebrados, jugando un rol clave en su
especificacion y diferenciaciéon, en lo que constituye un ejemplo clasico de homologia

durante la evolucion animal.
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Tabla Intro_NK2.

| Proteina | dominio proteico | dominio de expresion |
‘ NK- Mesodermo Sistema Musculatura
Proteina NK-2 | TND HD 2SD Endodermo Cardiaco Nervioso No Cardiaca
Nkx2-1 vertebrados | + + + + - + -
Nkx2-2 vertebrados | + + + + - + -
Nkx2-3
vertebrados o+t + + + B
Nkx2-4 vertebrados | + + + - - + +
Nkx2-5
vertebrados o+ F + + B +
Nkx2-6
vertebrados o+ F + + + B
Nkx2-7
vertebrados o+t + + B B
Nkx2-8
vertebrados oot + B )
Nkx2-9 vertebrados - + + + - + -
Nkx2-10
vertebrados o+ 4 + + B B
Amphl!\lkz-tln +  + + + + ) +
anfioxo
CsNKX_(C/ona + o+ +
savigny)
tinman (D. + o+ ) + + + +
melanogaster)
bagpipe (D. _ + + + ) ) +
melanogaster)
Stalker (E.
granulosus; este | (+) + (+) +? +?
trabajo)

Motivos conservados y dominios de expresion de algunas proteinas NK-2
seleccionadas (modificado de Holland et a/, 2003; las proteinas cardiogénicas se
destacan en negrita, TND: dominio “tinman”, HD: homeodominio, NK2-SD: dominio
especifico NK2).

En Drosophila, el gen NK-2 tinman (tin, NK-4, Kim & Niremberg, 1989) se
expresa en todas las células de la blastula que formaran el mesodermo troncal, las que
luego (durante la gastrulacién, E7) sufren una invaginacion y dispersion lateral.
Mientras estas células se mueven dorsalmente durante la extension de la banda
germinal (E8), la expresién de tin desaparece del mesodermo ventral, pero se
mantiene en el dorsal, debido a la actividad inductiva de Dpp (decapentaplegic).
Durante esta segunda fase de expresion, tin especificaria los destinos celulares de los

linajes de los musculos cardiacos, viscerales y somaticos (Ranganayakulu et al., 1998,
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y referencias citadas en este trabajo). En resumen, &in juega primero un rol central en
la definicion del patron mesodérmico y luego en la miogénesis cardiaca.

En vertebrados, se han identificado varios genes NK-2 relacionados con ¢in. Un
subgrupo (cardiaco) se expresa en las células progenitoras del corazén y/o musculos
cardiacos. Sin embargo, la relacion evolutiva entre estos genes y tin no es clara, ya
que todos sus HD son mas similares a los genes de Drosophila vnd (ventral nervous
system defective, NK-2) y bap (bagpipe, NK-3, regulado en su expresion por tin). En
adicion, tin no presenta el dominio NK2 SD, caracteristico de los genes NK-2
(Ranganayakulu et a/., 1998). En resumen, la cardiogénesis seria un caracter evolutivo
construido a partir de un mddulo genético ancestral de especificacion de la
musculatura visceral.

Otro hecho saliente de los genes NK-2, conservado evolutivamente desde
Cnidarios hasta vertebrados, es que su transcripcion esta regulada por un circuito de
retroalimentacion positivo, autocatalitico (Thomsen et a/.,, 2004). Es destacable que,
debido a esta capacidad de autorregulacion presentada por ciertos factores de
transcripcion, el destino de las células donde éstos se expresen podria tornarse
independiente de las sefales posicionales, muchas veces antagodnicas (i.e. activadoras
y/o inhibitorias) (Meinhardt & Gierer, 2000).

La evolucién temprana de los metazoarios estuvo marcada por tres transiciones
mayores: la evolucion de los ejes primario y secundario, y la emergencia del
mesodermo. Se cree que estas transiciones fueron facilitadas por la invencién o
reclutamiento de modulos especificos de desarrollo y diferenciacién a funciones y/o
regiones corporales especificas, posibilitando la especiacion celular y aparicion de
tejidos diferenciados. En particular, la evolucion del segundo eje corporal (D-V) y del
mesodermo habrian estado ligadas, ya que ambas aparecen juntas en todos los
Bilaterios al mismo tiempo (Technau, 2001).

Las dos capas internas, endo y mesodermo aparecen durante o estrechamente
ligadas a la gastrulacion. Gastrulacion significa tradicionalmente “formacion del
arquenteron”, la cavidad gastrica del animal adulto posterior. En la mayoria de los
animales, la formacion del endodermo se da simultaneamente con la del mesodermo.
Sin embargo, la formacién del mesodermo puede estar separada temporalmente de la
formacion de la cavidad gastrica. Ademas puede darse la gastrulacion sin formacion de
mesodermo, tal como ocurre en los Cnidarios. La invaginacién o epibolia parece

constituir un caracter ancestral, aunque no estd claro si el modo ancestral de
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invaginacion es mesenquimatico o epitelial. Un modo mesenquimatico de gastrulacién
se encuentra en algunos Hidrozoarios, clase derivada de los Cnidarios. Dado que los
Antozoarios, grupo basal entre los Cnidarios, forma el mesenterio endodérmico a partir
de pliegues ectodérmicos, se especula que este modo de invaginacién (en la formacién
del mesodermo) constituye el caracter ancestral de Urbilateria (revisado en Technau &
Scholz, 2003).

Existen varios tipos de proteinas vinculadas a la transicion de animales
diploblasticos y con simetria radiada, a triploblasticos con simetria bilateral: proteinas
con dedos de Zn®* de tipo GATA 4-6; twist, con motivos tipo bHLH (basic helix-loop-
helix); snail, con dedos de Zn®* tipo Kruppel brachyury, de tipo T-box, y las que
contienen HDs del tipo NK (Jagla et a/, 2001; Technau & Scholz, 2003). La funcién de
los genes que especifican el meso y endodermo en Bilateria puede haber evolucionado
a partir de roles mas ancestrales de regulacion de procesos celulares basicos tales
como la motilidad, la adhesion y la proliferacion.

Como un ejemplo, entre muchos, de un moddulo genético conservado
filogenéticamente, que involucra la participacion de genes NK-2, y vinculado al
desarrollo de estructuras mesodérmicas, se ha demostrado en D. melanogaster que
twist activa a un conjunto de factores de transcripcion, entre ellos tinman (tin)/NK-4 y
Mef2, involucrados en el desarrollo y diferenciacion del corazén y otros musculos no
cardiacos (Gajewski et al, 1997; Jagla et al, 2001). En vertebrados superiores Csx
(Cardiac Specific homeoboX)/Nkx2.5 (ortdlogo de ¢in) es indispensable para el
desarrollo del corazén (Lints et al, 1993; Jamali et al, 2001), e interacciona con
MEF2C y GATA-4 (Chen & Schwartz, 1995; Skerjanc et al, 2001) durante la

cardiomiogénesis.
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El sistema en estudio: Echinococcus granulosus

“Nor ought to marvel if all the contrivances
in nature be not, as far as we can judge,
absolutely perfect. [...]

The wonder indeed is, on the theory of
natural selection , that more cases

of the want of absolute perfection

have not been observed.”

(Darwin, 1859)

Posicion taxondmica: (reino) Animalia; Metazoa; Eumetazoa; Bilateria; Acoelomata
(Protostomia); Lophotrocozoa; (filo) Platelminta; (clase) Cestoda; (subclase)

Eucestoda; (orden) Cyclophyllidea; (familia) Taeniidae; (género) Echinococcus.

Platelmintos. Constituyen un phy/um con diversas estrategias de desarrollo y tipos de
vida, encontrandose especies de vida libre y parasitas. Acelomados, carecen de
segmentacion verdadera, érganos complejos y ano. Tradicionalmente, debido a su
morfologia, ciclos vitales y estrategias de desarrollo, se los ha considerado —desde un
punto de vista filogenético- como uno de los grupos mas basales dentro de los
Bilaterios (Willmer, 1990). Mas recientemente, estudios moleculares basados en
secuencias de ADN ribosomal 18S y de genes con homeobox han permitido ubicar a los
Platelmintos entre los Lofotrocozoarios (Aguinaldo, 1997; Balavoine, 1997; de Rosa,

1999), dentro de los Protostomados.

Cestodos. Los Cestodos, con sus ciclos de vida complejos, y dependiendo de
huéspedes muy disimiles, han logrado persistir. Se han convertido en testigos de
procesos tales como co-evolucidn, colonizacidn y extincion en las estructuras
faunisticas, y de la continuidad ecoldgica a escalas enormes, temporales y geograficas
(Hoberg et al., 1999).

Las relaciones filogenéticas existentes entre los grupos mas representativos de
los Cestodos permanecen poco claras (Mariaux, 1996; Hoberg et al, 1999). Se
precisan datos adicionales, por un lado moleculares, y por otro aquellos sobre la
multiplicidad de opciones morfoldgicas existentes en estos organismos, particularmente
a nivel de sus estadios larvarios. Dentro de la clase Eucestoda, taxdn monofilético que
ha sido claramente definido debido a una serie de sinapomorfias, se destaca el orden
Cyclophyllidea, el grupo mas diferenciado dentro de la clase, constituido por

parasitos con hospederos anfibios, quelonios, lepidosaurianos (viboras y lagartos),
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aviarios o mamiferos (Mariaux, 1996). Se han propuesto varias hipdtesis para explicar
el origen de los grupos de Platelmintos parasitos, y actualmente se postula que su
ancestro habria parasitado saurios hoy extintos, con una posterior colonizacién
secundaria en los mamiferos tempranos y otros vertebrados, hace aproximadamente
400 millones de afios (Hoberg et al, 1999). La diversificacion de los Ciclofilideos es
una historia compleja que involucra muy probablemente procesos de co-especiacion,
co-adaptacién y cambios de huéspedes, que se define en un sentido amplio como “co-

evoluciéon” (Hoberg, 1999).

Echinococcus. E. granulosus es un “gusano plano verdadero” (subclase Eucestoda).
Presenta un cuerpo triploblastico y acelomado, sin aparato digestivo y con un aparato
excretor del tipo protonefridio. Los organismos adultos muestran un escolex y un
cuerpo elongado (estrdbila) y segmentado, el cual consiste en un arreglo linear de
organos reproductores o proglétides. Los adultos (que se desarrollan en el intestino del
perro y otros carnivoros), son capaces de reproduccion sexual y son hermafroditas. Los
huevos del parasito son liberados en las fecas de los huéspedes definitivos y son
infectivos para los humanos, suinos, y varios herbivoros, incluyendo ganado vacuno y
ovino, caballos o camellos, los que actian como hospederos intermediarios. Al ser
ingeridos, los huevos liberan las larvas oncdsferas que, transportadas por el torrente
sanguineo, alcanzan a los 6rganos blanco, principalmente higado y pulmones, aunque
también cerebro o bazo, donde se desarrolla la forma larvaria posterior, el quiste
hidatico.

La forma larvaria o Metacestode es unilocular de aspecto esferoide (“quiste”) y
llena de fluido (“liquido hidatico”). El quiste hidatico estd compuesto de una capa
interna (germinativa), nucleada y sincitial, sostenida por otra capa elastica, acelular
(laminada), la cual a su vez estd rodeada por otra externa, fibrosa (adventicia),
originada en el hospedero (mamiferos herbivoros y hombre). La capa germinativa tiene
la propiedad de proliferar asexual y asincronicamente para dar protoescdlices (PScs) y
vesiculas hijas, las cuales presentan las mismas caracteristicas morfoldgicas que el

quiste, estando excluida la capa adventicia (Thompson, 1995).

Ejes de simetria. Un aspecto particular que reviste especial interés es el de los
posibles ejes de simetria que presenta £. granulosus.
En su etapa larvaria -quistica-, existe una aparente desorganizacién que impide

la definicion de claros ejes, salvo uno apico-basal, donde la parte basal esta marcada

13



Introduccion

por el pedunculo del protoescélex (PSc). El PSc en formacidén presenta una simetria
radiada con un eje apico-basal, similar al de las formas larvarias de algunos Cnidarios
(Finnerty, 2003). La simetria del PSc maduro sigue siendo radiada (tetrarradiada si se
toma como referencia a las ventosas), manteniéndose el eje apico-basal. Es de hacer
notar que se han observado aparentes duplicaciones del eje apico-basal en PScs
cultivados in vitro, donde dos escdlices parecen compartir un mismo cuerpo (L. Britos,
com. pers.).

En su etapa adulta, el parasito presenta simetria radiada a nivel del escdlex. La
estrébila muestra una simetria bilateral aunque incompleta, ya que los gonoporos se
alternan a ambos lados del cuerpo. Si bien éste presenta un claro eje antero-posterior,

es discuutible cudl es la parte anterior y cual la posterior.

Desarrollo y Diferenciacion en Echinococcus granulosus. Una caracteristica
saliente del estadio larvario de E. granulosus es que las larvas muestran un potencial
dual a nivel del desarrollo: un protoescodlex puede desarrollarse tanto hacia gusano
adulto como hacia un nuevo metacestode. Este hecho, que refleja una importante
plasticidad bioldgica (plasticidad fenotipica), sugiere que el control génico de las vias
de desarrollo puede ser reprogramado dependiendo de las condiciones del entorno que

lo rodea.

I. Los Modelos Tradicionales. En una de las publicaciones de referencia acerca de
Echinococcus, Thompson, (1995) destaca diferentes etapas durante el desarrollo hacia
el parasito adulto, que comprenderia los siguientes procesos: proglotizacion,
maduracion, crecimiento y segmentacion; que a su vez involucrarian una diferenciacion
germinal y otra somatica. Pero es de destacar que los aspectos celulares y/o
moleculares del desarrollo de £. granulosus no han sido ain realmente descritos.

Asimismo, Thompson (op. cit.) describe como “diferenciacién germinal” a la
proglotizacién, o formacion secuencial de nuevos progldtides y su maduracion; vy
denomina “diferenciacién somatica” al crecimiento (aumento de tamafio) y delineacion
somatica de cada progldtide por segmentacion (estrobilizacion). Los cuatro procesos de
desarrollo mencionados ocurririan de forma independiente, lo cual sugeriria un proceso
muy complejo de citodiferenciacion.

En E. granulosus se ha descrito una clase de célula de tipo primitivo “germinal”,
que comprende aproximadamente el 24% de las células totales de la region del cuello

del adulto. Estas células germinales son extremadamente sensibles a las condiciones
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del entorno, como fuera demostrado en los cultivos /n vitro de E. granulosus (Howell &
Smyth, 1995): en algunos cultivos se producen principalmente células germinales,
dando lugar a la proglotizacion y maduracidon pero no segmentacién, mientras que en
otros, se producen mas células somaticas, que resultan en un crecimiento sin
maduracion sexual. Resulta atractivo especular que este tipo de células podrian
constituir las llamadas células “guardadas” (set-aside) (ver por Ej. Peterson &

Davidson, 2000), pero aun no hay datos empiricos en tal sentido.

Dado el rol central que han jugado los genes con homeoboxes en la
morfogénesis y evolucion de los Bilaterios, especificando el eje A-P y estructuras
mesodérmicas, seria de particular atractivo examinar el rol que juega este tipo de
genes en la confirmacion de este modelo o en la posterior elaboraciéon de uno nuevo

para el desarrollo de E£. granulosus.

II. Desarrollo temprano del PSc. Como primera manifestacion morfoldgica de la
aparicién de un PSc, se genera un brote celular que crece desde la capa germinativa
hacia la cavidad quistica o lumen, dando lugar al PSc maduro y diferenciado, o a la
formacion de las vesiculas hijas o proligeras (Thompson, op. cit). Estas uUltimas
presentan un aspecto morfoldgico similar al del quiste “madre”, exceptuando la
presencia de las capas adventicia y laminar. Asimismo, son capaces de formar nuevos
PScs en su interior, presumiblemente mediante un mecanismo celular similar.

Eventualmente, los PScs maduros e infectivos son liberados al lumen quistico.

En trabajos recientes, (Galindo et a/., 2002; Galindo et al., 2003, Martinez et
al., 2004), se han sistematizado y descrito diversas etapas en el desarrollo temprano
de PScs en infecciones naturales. Los brotes celulares, originados en un agrupamiento
conspicuo de células en proliferacién, emergen de la capa germinativa. Estos brotes
tempranos se elongan mientras que las células de su base disminuyen su nimero, a la
vez que un pedunculo aparece caudalmente, uniendo el brote a la capa germinativa.
En los brotes elongados, un proceso de diferenciacion celular lleva a la aparicién de las
estructuras tipicas del PSc. Los ganchos constituirian la primera estructura diferenciada
en aparecer, en la regidn apical del futuro escdlex. Posteriormente, el escélex muestra
proyecciones y depresiones circulares, que daran lugar a las ventosas. Una vez que el
PSc madura, (lo cual se correlaciona con la abundante presencia de corpusculos

calcareos, ausentes en las etapas mas tempranas del desarrollo, ver Martinez et al.,
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2004), el pedunculo desaparece y el PSc permanece libre, en el fluido hidatico presente

dentro de la cavidad quistica o de la vesicula proligera.

III. Estudios moleculares en Echinococcus. Varios aspectos de la biologia de
Echinococcus han sido abordados desde una perspectiva molecular, lo que es
atestiguado por un importante nimero de trabajos en los Ultimos afios. Uno de los
aspectos estudiados es la considerable variabilidad fenotipica y genética observada
entre las especies del género Echinococcus, donde se han identificado varias cepas
distintas (revisado en Pearson et al., 2002). Otros aspectos estudiados /in extenso son
la inmunologia, inmunopatologia e inmunodiagnosis de Echinococcus y la hidatidosis
(Siles-Lucas & Gottstein, 2001, revisado en Siles-Lucas & Hemphill, 2002).

Nuestro grupo de la Seccidn Bioquimica de la Facultad de Ciencias (UdelaR) se
ha centrado en el estudio de las bases moleculares del desarrollo y la adaptacion al
huésped de E. granulosus. Se han clonado y caracterizado una serie de genes, cuyo
patron de expresion ha sido analizado en diferentes etapas del desarrollo del parasito
(larvaria o Metacestode, capa germinativa fértil, gusanos adultos no fértiles), mediante
un conjunto de técnicas que incluyen hibridizaciones Jin situ, técnicas
inmunohistoquimicas y PCRs (reaccion en cadena de la polimerasa) (Oliver et al.,
1992; Gorfinkiel, 1993; Ehrlich et al., 1994; Vispo, 1995; Martinez et al., 1997; Chalar
et al, 1999; Lalanne, 2003; Castillo et al., 2004).

Estos genes caracterizados incluyen a varios genes con homeobox, dos de los
cuales (Eghbx3/Stalker y Eghbx2) estan expresados en regiones y estadios del
desarrollo especificos (Vispo, 1995; Gorfinkiel, 1993; Martinez et al., 1997; CMD, este
trabajo); y genes que, o bien presentan un patron de expresion diferencial durante el
desarrollo del parasito (EgFABPI, primera proteina de Echinococcus en ser cristalizada
y cuya estructura 3D fue elucidada mediante cristalografia RX, Esteves et al., 2003;
Jakobsson et al, 2003), o son expresados en estados funcionales particulares
(Eghsp70, M. Marin, com. pers.; EgGST, Fernandez et al., 2000).

Se han generado de este modo marcadores moleculares que, en conjunto a
técnicas mas integrativas, tales como la construccion de bibliotecas de sustraccion (E.
Castillo, com. pers.), genémica funcional y protedmica (Fernandez et al., 2002;

Chemale et al, 2003; Adriana Esteves, com. pers.), abren la posibilidad de lograr
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descifrar mddulos moleculares y cascadas regulatorias en el desarrollo de E£.
granulosus, con claras implicancias potenciales en cuanto a la posibilidad de poder

controlar el ciclo vital del parasito.

Homeoboxes en Platelmintos y Echinococcus. Se han descrito varios genes con
homeoboxes en los Platelmintos: Fasciola hepatica, Schistosoma mansoni, y Dugesia
tigrina (planaria, sin lugar a dudas el grupo mas estudiado) (Garcia-Fernandez et aj,
1991; Webster et al, 1992; Oliver et al, 1992). En este Ultimo organismo, se han
caracterizado varias secuencias del tipo Hox, asi como en Mesocestoides vogae (syn.
corti), donde se han caracterizado cuatro secuencias provenientes del estadio
tetratiridio: Mvhox 1, 5, 7, 10.

Homeoboxes en E. granulosus. Se han caracterizado seis secuencias gendmicas
con homeoboxes: tres de ellos (Eghbx 1, 2 y 3) presentan homologias importantes con
genes de la familia NK'de D. melanogaster (Kim y Niremberg, 1989), mientras que los
otros dos (Eghbx 4 y 5) muestran su maxima homologia cuando son comparados con
los genes de Xenopus laevis goosecoid y X-lim, respectivamente (Oliver et al., 1992,
Martinez et al., 1997). Por Ultimo, el andlisis de la secuencia de Eghbx 6 indica que

existe un homeobox, cuya traduccion lo coloca dentro de la familia prd (paired).

Por otro lado, en recientes estudios (Lalanne, 2003, Castillo et al., 2004), se
han aislado seis secuencias de cADN del tipo Hox y provenientes del estadio PSc de E.
granulosus, que fueron denominadas Eghoxl, 2, 3, 5, 9 y 10. Los analisis de
comparacion de secuencias mostraron alta similitudes entre estos genes y los genes
Hox de los grupos anteriores, medios y posteriores. Especificamente, £ghox1 se alinea
con /abial, Eghox2 con proboscipedia, Eghox3 con el grupo paralogo 3, Eghox 5 con
Hoxes medios, y Eghox9 y 10 con genes posteriores. Es de destacar que se han
caracterizado pocos genes posteriores en Platelmintos, y ninguno, hasta el momento,
en Cnidaria (Finnerty et al, 2004). Estos resultados apoyan la inclusién de los
Platelmintos dentro de los Protostomados, (tal como se habia sugerido previamente
gracias al estudio de secuencias de ADNr 18S), mostrando que poseen un conjunto
completo de genes Hox. No hay todavia datos disponibles acerca de la organizacién
gendmica de estos genes en E. granulosus (ni en M. vogae), pero dado el alto nimero

de genes Hox en estas dos especies, en adicion a los de planaria, sugiere que la
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organizacion del complejo podria haberse mantenido, y por ende el moddulo de

especificacion A-P.

IV. Relacion entre el desarrollo temprano de E. granulosus y la hidatidosis.
Echinococcus granulosus es un gusano plano endoparasito, agente causante de la
hidatidosis, importante zoonosis que afecta a humanos y a varios animales, incluyendo
animales domésticos (Thompson & Lymbery, 1995; Cabrera et a/., 2003).

La enfermedad hidatica es producida debido a la presion mecanica ejercida por
el quiste hidatico en las visceras de los huéspedes intermediarios (humanos y
herbivoros). Aunque los humanos son hospederos accidentales, esta patologia
constituye un serio problema de salud publica en diversas areas donde es endémica.

La hidatidosis aparece en los cinco continentes, en por lo menos cien paises
(Eckert, et al, 2001, Eckert & Desplazes, 2004). Se encuentran altas prevalencias en
varias regiones del mundo, entre ellas el Uruguay, que presenta una incidencia anual
del 9.2/100.000 (datos de 1995 citados por Eckert & Desplazes, 2004).

En las dos ultimas décadas se han realizado importantes esfuerzos en las areas
bioquimicas, moleculares e inmunoldgicas para estudiar a £. granulosus'y la hidatidosis
(Thompson & Lymbery, 1995; Fernandez et al, 2002; Chemale et a/, 2003). Sin
embargo, quedan pendientes cuestiones fundamentales acerca de la biologia de este
cestodo, que pueden ser relevantes en el control y tratamiento de la enfermedad
hidatica. En particular, es necesario profundizar en el estudio de los mecanismos que

controlan el desarrollo, diferenciacién y crecimiento del parasito.

Por ejemplo, son necesarios estudios sistematicos adicionales acerca de las
bases morfoldgicas, celulares y moleculares del desarrollo temprano de la forma
larvaria de E. granulosus, el protoscolex (PSc), para poder comprender la estrategia de
infectividad del parasito, asi como para encontrar blancos posibles en un disefio
racional de drogas. Recientemente se ha reportado (Urrea-Paris et al, 2002) que la
droga praziguantel afecta la diferenciacion del PSc sélo cuando es aplicada al comienzo
de este proceso. Queda claro entonces, que el estudio del desarrollo temprano del
parasito tendra implicancias en la practica diagnostica y terapéutica (Eckert et al.,
1995).
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Los objetivos originales del presente trabajo fueron:

1_ Realizar una contribucién al conocimiento de los procesos de desarrollo de
Echinococcus granulosus a través del aislamiento y caracterizacion de genes con
homeobox.

2_ Caracterizar las etapas de la morfogénesis temprana del protoescolex.

3_ Estudiar los eventos de diferenciacién y proliferacion celular durante la

morfogénesis del protoescolex

En este trabajo presentamos aspectos novedosos acerca de la morfologia
temprana del protoescélex de Echinococcus granulosus en formacion. Se realiza un
analisis de los eventos que llevan a la aparicién de las estructuras visibles de la larva
metacestode del parasito. Se discuten en detalle aspectos vinculados a la
citodiferenciacion y citoproliferacién. Por otro lado, se analizan las secuencias
gendmicas de cuatro genes con homeobox (Eghbx3, 4, 5 y 6), y se discute la
importancia del hallazgo de este tipo de genes en un organismo que ocupa una
posicion filogenética clave para la comprension de la evolucién del plan corporal de los
metazoarios. Por Ultimo, se estudia la expresion de uno de estos genes
(Eghbx3/ Stalker) en distintos estadios del parasito, encontrando que puede jugar un
rol clave en la morfogénesis temprana del protoescolex, asi como en la del gusano
adulto. Se discuten estos resultados en un contexto evolutivo general, enfatizando las
aparentes homologias con otros sistemas modelo, y posibles estrategias de control del

ciclo parasitario.
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Materiales y Métodos

“The real voyage of discovery

consists not in seeing new landscapes,
but in having new eyes”.

Marcel Proust
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1. Obtencién de Material Hidatico

Quistes hidaticos frescos y fértiles fueron disecados a partir de higados o
pulmones bovinos u ovinos obtenidos en plantas de faenas de Establecimientos
Frigorificos de Montevideo, Canelones o Flores.

Los parametros utilizados para el chequeo de la fertilidad de los quistes fueron
la observacion microscopica de PScs libres o unidos a la capa germinativa (4, 20, 40 o
100X). También se consideraron otros parametros, tales como la viabilidad aparente
por tincidon con eosina. Si el material no se utilizé inmediatamente se lo guardé durante
tiempos cortos (no mayores que dos dias) en liquido hidatico con el agregado de

antibiéticos (Penicilina G sédica 20 ug/ml, a partir de una solucion madre 20 mg/ml; y

Estreptomicina 50 pg/ml, a partir de una solucion madre 50 mg/ml).

2. Extraccion de ADN

2.a. ADN de E. granulosus

El ADN gendmico de E. granulosus fue extraido siguiendo basicamente el
protocolo de McManus et al. (1985), modificado por nosotros: 1 Vol. de material
hidatico fue homogeneizado con 2 Vols. de Solucién de Extraccion. Se agregaron
Proteinasa K (1 mg/ml) y SDS (1% conc. final). Se incub6 a 50°C durante 1hora 30'.
Se desproteinizd con 2 Vol. de fenol equilibrado a pH 8.0. Las fases se separaron
mediante centrifugacion a 8000 rpm durante 30’. La fase organica se guardd para
realizar una retro-extraccién, y el ADN de la fase acuosa fue precipitado mediante el
agregado de 0.1 Vol AcONa 3M y 2 Vols EtOH absoluto. En lo posible se recupero el
ADN con varilla de vidrio, o se centrifugé a 10000 rpm durante 20’. EI ADN gendémico
fue lavado con EtOH 70%, secado y resuspendido en un volumen adecuado de H,O
mQ (tipicamente 200 ul). La retroextraccion se realizo sobre la fase organica mediante
el agregado de Solucion de Extraccion y siguiendo el protocolo mencionado. EI ADN
fue analizado por electroforesis en geles de agarosa con bromuro de etidio y

cuantificado y analizada en su pureza por espectrofotometria a A = 260 y 280 nm.
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2.b. ADN de fago Lambda
Se siguieron varios protocolos, algunos descritos en textos de alcance general
(Maniatis). Otros fueron puestos a punto en nuestro laboratorio. A continuacion se

detalla el que rindié mejores resultados en nuestras manos:

Una u.f.p. de fago se resuspende en 500 pl de SM, y se titula, de tal modo que queden
aproximadamente 108 u.f.p. / 10 ul. Se toman 10 pl y se agregan 50 ul de CaCl,
10mm, 50 ul de MgCl, 10mM, 100 pl de bacterias huésped (crecidas toda la noche y

resuspendidas en 2 Vol. SM + 0.2% D-Maltosa). La mezcla se incuba durante 10’ a
37°C, y 10 pl se inoculan a 17 ml de NZY, y se deja con fuerte agitacion durante toda
la noche a 37°C. Al otro dia se chequea visualmente para detectar la presencia de
agregafdos de restos bacterianos, y se agregan ADNasa | y ARNasa (5 pg/ml conc.
final), agitando lentamente durante 30’ a TA. Se centrifuga a 12000 rpm durante 20’. Al
sobrenadante se afiaden 17 ml de mezcla de PEG 20% + NaCl 2M. Se deja 1 hora a
0°C, en hielo, y se recentrifuga a 10000 rpm durante 15’. El pellet se levanta con 700
ul de Solucion de Homogeneizacion y se incuba a 37°C, 30'. Los restos proteicos se
extraen con fenol y la fase acuosa se precipita con 1 Vol de iPrOH + 1/10 Vol. AcONa
3M. Se centrifuga 30’ y el precipitado de ADN se lava con EtOH al 70%. Se seca y se
resuspende en 500 ul de TE al que se agrega ARNasa 100 pg/ml conc. final. Se
incuba a 37°C durante 30’, se extrae con fenol-cloroformo y se reprecipita con iPrOH.

Se lava y resuspende en 100 pul H,O mQ.

2.c. Obtencion de ADN de plasmidos

Se utilizaron diversas técnicas de extraccion de ADN plasmidico, en particular
la lisis alcalina, el método de ebullicion o el de CTAB (C. Robello, com. pers.)
dependiendo del material de partida. EI ADN obtenido fue purificado por
precipitaciones selectivas, resinas adecuadas o por el método de gradiente en CsCl

con el agregado de bromuro de etidio

3. Extraccion de ARN

El ARN total fue purificado siguiendo el procedimiento descrito por Chomzinsky
& Sacchi (1987), con modificaciones (C. Chalar, com. pers.). A la suspensién de
material hidatico en PBS se le agregé 2 Vols de solucion D. La mezcla se
homogeneizd en homogeneizador mecanico y se agregoé 0.1 Vols de AcONa 2M pH4.

Se desproteinizé con 1 Vol de fenol a 55°C + 0.2 Vol de mezcla cloroformo — alcohol
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isoamilico en vortex durante 10’. Se centrifugd a 4500 rpm, durante 15’. Se separaron
las dos fases (se guardo la organica para realizar una retro-extraccion) y el ARN de la
fase acuosa se precipitd mediante el agregado de 1 Vol de iPrOH e incubacién a —
20°C durante toda la noche. Al otro dia se centrifugé durante 20°, a 6000 rpm, se
resuspendio el precipitado en 400 pul de Sol. D, se pasé a tubos eppendorf y se volvio
a agregar 1 Vol de iPrOH, se incubd 1 hora a —20 °C , se centrifugdé 15’, a maxima
velocidad, se lavé dos veces con EtOH 75% y se secd bajo lampara. Finalmente el
precipitado de ARN se resuspendié en un volumen apropiado (tipicamente 200 pl) de
H20 mQ y se cuantificé por espectrofotometria a A = 260 nm. Para realizar la retro-

extraccién se agreg6 a la fase organica 1 Vol de Sol D y se continué con el protocolo.

4. Rastreo de Bibliotecas Genémicas y de cADN

Las genotecas se plaquearon en densidades adecuadas en placas de Petri y
se rastrearon con sondas radiactivas siguiendo técnicas corrientes (Sambrook et al.,
1989).

5. Sondas

5.a. Sondas radiactivas de ADN para rastreos, Southern o Northern blots

5.a.1. Preparacion de la sonda. Obtencion del fragmento a marcar

Se ejemplifica el protocolo con la obtencidon de la sonda para Stalker, Eghbx3:
Se digirié el plasmido pEghbx3 con Xbal y HindIII para liberar el inserto clonado.
Protocolo: 6 pl ADN + 5 ul tampén React™2 + 2.5 pl Xbal (12U/ul) + 2.5 ul HindIIT
(18U/ul) + agua c.s.p. 50 pl, durante 5 hr a 37°C. El digesto se corrié en un gel de
agarosa de bajo punto de fusion al 1% con bromuro de etidio en TBE 0.5x. Se recorto
la banda correspondiente al inserto bajo luz UV. A la banda aislada (140 pg) se le
agregaron 5 volimenes de Soluciéon de Extraccion y se incubd durante 5 min a 65°C.
Se dejo enfriar hasta TA y se realizaron extracciones con fenol, fenol-cloroformo 1:1 y
cloroformo. El sobrenadante acuoso fue finalmente extraido y el ADN precipitado con
AcONa-EtOH. Luego de los lavados con EtOH 70%, secado del precipitado vy
resuspension del mismo, se controld el procedimiento mediante un mini-gel de agarosa
al 2%.
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5.a.2. Preparacion de la sonda. Marcado radiactivo

Las sondas fueron preparadas por el método de cebado al azar (random
priming), utilizando 20-50 ng de ADN. 1.5 ul de ADN molde (inserto purificado) en un
volumen total de 11.5 pl alcanzado con agua y 1.25 ul de hexameros al azar
(A260=0.1/ul) fueron calentados en un tubo tipo eppendorf a 100°C en un bafio de
agua en ebullicion durante 1 min., y posteriormente enfriados rapidamente en bafio de
hielo-agua. A esta mezcla se adicionaron (en caso de que el radio-nucledtido fuera o-
32pdATP: 1 ul de BSA (10mg/ml), 1 pl dCTP 500 uM, 1 pl dGTP 500 uM, 1 ul dTTP 500
uM, 3 — 5 uCi o-**PdATP, tampdn (ver), 5U del fragmento Klenow de la ADN
polimerasa I de E£.coliy agua c.s.p. 11 ul. Se incub6 a TA durante 2 hr. Se agregd 4 pl
de EDTA 0.5M para detener la reaccién y se llevd a 100 ul con agua. Se tomd una
alicuota de 1 pl para estimar la eficiencia del marcado.

La sonda radioactiva fue purificada en una columna de Sephadex G-50 de 1 ml.
Luego de purificada, se tomd una alicuota de 1 pl para estimar la eficiencia del

marcado.

5.a.1. Preparacion de la sonda. Estimacion de la eficiencia del marcadeo
radiactivo

Las alicuotas radiactivas correspondientes a la reaccidon total (radiactividad
incorporada + no incorporada) y a la sonda purificada por Sephadex G-50 se
depositaron cuidadosamente en un papel de filtro y se dejaron secar al aire durante 5'.
Luego se introdujeron en viales de centelleo a los que se agregaron 3 ml de liquido de
centelleo. Las cpm se midieron por Cerenkov en un contador de centelleo liquido

Beckmann LS 6000IC en el canal de tritio durante 1'.

5.b. Sondas no radiactivas de ARN
Véase apartado 10.b

5.c. Oligonucleétidos radiactivos
Los oligonucledtidos (e.g. HB-1, Burglin com. pers., 5-AA[AG]-AT[ACGT]-TGG-
TT[CT]-CAJAG]-AA[CT]-[ACIG[ACGT]-[AC]G-3') fueron radio-marcados en su extremo

5’ mediante la reaccion de la T4 polinucledétido kinasa (PNK).
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Protocolo: 1 ul (500 ng) de oligo + 2 ul tampén kinasa 5x + 1 ul PNK + 6 pl [y32-
P] dATP 250 mCi, H20 csp 20 ul; incubando 30’ a 37°C.

6. Subclonado en vectores plasmidicos
Se realizd por procedimientos convencionales o siguiendo las indicaciones del

fabricante.

7. Southern Blot

7.a. Digestion del ADN genémico

Se digirieron 10-15 pg de ADN total con las ERs apropiadas, durante un
periodo de 18 horas, a 37°C. Protocolo: 25 pl ADN + 50 ul tampén React™2 + 5.l BSA
+ 15 ul espermidina + 15 ul ER (HIndlll, 18U/ul; o Pstl; 15U/ul) + agua c.s.p. 500 pl.
Como control de la digestién se incubé ADN (2 ug) en las mismas condiciones que en
las digestiones pero sin el agregado de las ERs. Como control de completitud de la
digestion se realizd una electroforesis en un mini-gel de agarosa al 1% en TBE donde
se sembraron una alicuota de la digestion, el control de degradacion inespecifica y
ADN sin digerir. Luego el ADN genémico digerido fue precipitado por AcONa-EtOH y

resuspendido en 25 pl de agua.

7.b. Electroforesis

El ADN digerido se sembré en un gel de agarosa horizontal al 1% en TBE con
el agregado de EtBr (2 ug/mL, conc. final) y se sometié a un campo eléctrico de 30V,
durante 16 horas. El progreso de la electroforesis se controld6 mediante su
visualizaciéon en un transiluminador UV. Como marcador de pesos moleculares se
utilizé ADN del fago Lambda digerido con Hindlll (fragmentos en orden de tamafo
creciente, en kpb: 0.564, 2.027, 2.322, 4.361, 6.557, ver).

7.c. Preparacion del gel para transferencia

Una vez completada la electroforesis el gel fue sometido a HCI 0.25 M hasta 10
min depués que los indicadores de migracién (azul de bromofenol y xilen cianol)
cambiaron de color, luego de un lavado con agua destilada, se agregd Solucién de

Desnaturalizacion (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M) durante 30 min, posteriormente se
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agrego Solucion de Neutralizacién (NaCl 1.5 M, Tris-HCI 0.5 M pH 7.2) durante 15 min.

Todos estos tratamientos se realizaron a TA.

7.d. Transferencia y Fijacion del ADN gendémico

El ADN del gel se transfirié por capilaridad a un filtro Hybond™ N, mediante SSC
20x, durante 2 dias, a TA. El ADN fue fijado al filtro mediante calor: 80°C durante 2 hr.
Los filtros fueron guardados convenientemente a TA hasta su utilizacion.

7.e. Hibridizacion a alta rigurosidad

La hibridizacién con sondas marcadas con *?P se realizd en un horno de
hibridizacion, a 65°C, durante 16 hr. Previamente, el filtro se prehibridé durante por lo
menos dos horas en Solucién de Hibridizacién a la misma temperatura. La sonda
desnaturalizada se agregd a esta misma solucion. Los lavados post-hibridizacion se
realizaron a alta rigurosidad, a 65°C: 20 min en 2xSCC, 0.1%SDS (2 veces) y 20 min
en 0.2xSSC, 0.1%SDS.

8. Secuenciacion de ADN

8.a. Secuenciacion Manual

El método utilizado fue el de terminadores de cadena (Sanger), y los reactivos
de Pharmacia (T7 Sequencing Kit™), utilizando los cebadores adecuados para cada
ocasioén. EI ADN molde (2-4 ug) se desnaturalizd previamente a 37°C durante 30’ en
presencia de NaOH 0.2M y EDTA 2mM, con el agregado de 50 ng del iniciador
adecuado. EI ADN anillado se precipitd mediante el agregado de 1/10 Vol. AcONa 3M
y 2'2 Vols. EtOH absoluto, dejando la reaccién toda la noche a —20°C. Luego de lavar
el precipitado, se resuspendié en H,O y se preocedié a la secuenciacion manual
siguiendo las indicaciones del fabricante del Kit (T7 Sequencing™ Kit, Pharmacia LKB

Technology).

8.b. Secuenciacioén directa de fagos A

Procolo abreviado: 4 ug de ADN de fago + 1 uL oligo adecuado (10 uM) + H20
csp 12 uL (Vol. final). La mezcla se somete a los siguientes ciclos de PCR: 25 x
(94°C, 1’; 50°C, 1’, 60°C, 1’) (V. Fernandez, Com. Pers.)

8.c. Secuenciacion automatica
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Se realizaron en un equipo ABI Prism 7000 en el laboratorio CTAG de la

Facultad de Ciencias siguiendo las instrucciones del equipo técnico.

9. Northern Blot

9.a. Corrida electroforética

Se realizaron en geles de agarosa 1.5 % en en Tampon de Corrida (TC) en
condiciones desnaturalizantes debido al agregado de formaldehido (8% p/v), y libre de
ARNasas (la cuba fue tratada previamente con H,O, 30 Vols). La muestra (40 ug en
10 uL + 1.8 uL formaldehido + 15 uL formamida desionizada + 3 uL TC 10x) se
desnaturalizé durante 15’ a 65°C. Luego se agregaron 5 uL de Tampédn de carga. La
corrida se realizé a 4-5 V/cm, con recirculacion de TC durante 4 horas. Luego de

realizada la corrida electroforética, el gel fue fotografiado bajo luz UV.

9.b. Transferencia del ARN
Se transfirié el ARN a un filtro Hybond N (Amersham) con SSC 20x libre de

ARNasas, durante dos dias a TA. El ARN se fijo durante 2 horas en un horno a 80°C.

9.c Marcado radiactivo y cuantificaciéon de la sonda

Véase apartado 5.a.

9.d. Hibridizacion, lavados y revelado

La hibridizacion se realizé en condiciones de alta rigurosidad. Se prehibridizé el
filtro en Solucién de Hibridacion (Sambrook et al., 1989), a 42°C, durante 2 horas. Esta
fue cambiada por solucién fresca precalentada a 42°C, se le agregd la sonda
desnaturalizada y se incubd durante toda la noche a 42°C. Los lavados a alta
rigurosidad consistieron en lavar con 2x SSC, 0.1% SDS, 42°C, 30’; 2x SSC, 0.1%
SDS, 50°C, 30’; 1x SSC, 0.1% SDS, 50°C, 30’; 1x SSC, 0.1% SDS, 55°C, 30'. El filtro
radiactivo fue monitoreado por contador Geiger, envuelto en “RolloPac” y puesto a —
80°C en un cassette de autorradiografia junto a un film sensible (tipicamente Kodak X-

Omat), durante el tiempo apropiado (dos dias).

10. Hibridacién in situ e in toto
10.a. Preparacion del material

El método de hibridizacion in situ para material hidatico in toto fue puesto a
punto luego de testar cada paso de diferentes protocolos de uso corriente: Los

protoescoélices (PScs) y vesiculas proligeras asociadas fueron fijados en una solucion
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fresca (libre de ARNsas) de paraformaldehido (PAF) al 4% en PBS (solucién salina
tamponada de fosfato) durante una hora a TA. El fijador fue removido, y reemplazado
por metanol, y el material fue guardado a -20°C hasta su utilizacién. Se realizé una
rehidratacién a través de soluciones de metanol de concentraciones 75%, 50% y 25%
en PTw (1xPBS + 0.1% Tween-20). Luego de dos lavados de 10' en PTw, el material

fue incubado durante otros 10' con una solucion de proteinasa K (1ug mI-1 en PTw) a
T.A.. El material hidatico fue lavado dos veces en PTw durante 5' y refijado en PAF al
4% en PBS conteniendo glutaraldehido al 0,1%. El refijado fue seguido de dos lavados

con PTw.

10.b. Preparacion de la sonda
Se siguié basicamente el método de C. Stern (pers. com.) con algunas

modificaciones. El protocolo se resume a continuacién.

10.b.1. Linearizacién del plasmido
El plasmido Eghbx3 fue linearizado con Hindlll (para obtener la ribosonda

antisentido) y BamHlI (ribosonda sentido, control).

Protocolo: 6 ul del plasmido (0.5 pg/ul) + 3 pl tampén 10x (React™ 2 para
Hindlll y React™ 3 para BamHI) + 2 ul ER (10 U/pul) + agua csp 30 pl; 1hr, 37°C.

Se cargaron 5 ul en un minigel de agarosa-EtBr para constatar el corte

completo. Se extrajeron las proteinas con una mezcla de fenol-cloroformo 1:1. Se
agrego 1/10 del volumen de AcONa 3M. Se dejo precpitando toda la noche. Al otro dia
se centrifugd durante 30 min y se lavo el precipitado con EtOH 70%, se secd en un

Speed-Vac y se resuspendié en un volumen de agua de 8 ul.

10.b.2. Transcripcion in vitro

Se utilizaron reactivos de Boehringer-Manheim. Protocolo: 8 ul ADN + 17 pnl
agua + 10 pl 5x Transcription Buffer + 5 pl DIG-Ntp Mix + 5 ul DTT 100 uM + 1 pl
RNAsin + 4 ul T7 (pEghbx3/Hi) o T3 (pEghbx3/Ba). Se incubd 2 hr a 37°C, luego de lo
cual se agrego 4 ul DNAsa | para digerir el ADN remanente. Se puso el material en
bafio de hielo-agua y se corrié una alicuota de 3 pl en un minigel de agarosa-EtBr para
visualizar el transcripto (este mini-gel se transfirié en seco a un filtro Hybond N para
confirmar la incorporacion de DIG-UTP) y luego se agregaron 30 ul de agua y 8 pul de

EDTA (0.5M ,pH 8.0) para detener completamente la reaccién. Se precipitaron los
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transcriptos por el agregado de 10 ul LiCl 4M + 250 ul EtOH absoluto, dejando la
mezcla durante toda la noche a —20°C. Luego de precipitar y lavar cuidadosamente al
preicipitado amarillento con EtOH 75%, el mismo se secé al aire y se resuspendi6 en
40 pl de agua-DEPC. Las ribosondas fueron cuantificadas mediante el método de
dilucion seguido de un dot-blot. El dot-blot y el filtro fueron revelados mediante el kit

Genius, siguiendo las recomendaciones del fabricante. (Boeringher-Manheim).

10.c. Hibridizaciéon
Se agrego solucién de hibridizacién (SH) y el material hidatico se dejo equilibrar
durante unos pocos minutos. La SH fue cambiada y el material fue prehibridizado

durante dos horas a 65°C. La solucion fue reemplazada por una nueva SH

conteniendo la sonda de ARN marcada con digoxigenina (2ug ml™); y la hibridizacion
se llevé a cabo durante toda la noche a 65°C. Luego de una serie de lavados: tres
veces con HS a 65°C, una vez con una mezcla 1:1 de SH-TBST y tres veces con
TBST a TA, la muestra fue bloqueada con suero de oveja -inactivado por calor- al 5%
en TBST con BSA al 1mg/ml durante dos horas. Esta solucion fue remplazada por otra
de anticuerpo anti-digoxigenina -previamente preabsorbido con polvo de material
hidatico- en solucién de bloqueo a una concentracion final 1:5000, y la muestra fue
dejada durante toda la noche con agitacion a 4°C. Luego de los lavados post-
anticuerpo (una vez por 40' y dos veces por 20' con TBST), la muestra fue lavada dos
veces durante 10' con solucion de revelado, e incubados con 4.5 ul NBT y 3.5 ul BCIP
por ml de solucion de revelado. Luego del desarrollo de color (seguido bajo
microscopio), la muestra fue lavada dos veces durante 10' con TBST, fijada en PAF al
4% en PBS y guardada a 4°C.

10.d. Post tincion nuclear de material hidatico hibiridizado

El material hidatico hibridizado fue lavado varias veces con abundante volumen
de PBST enfriado en un bafo de hielo-agua, y finalmente resuspendido en 100 pl de
PBS. Se agreg6 ARNasa A (conc. Final: 150 pg/ul) y se incubd 1hr a 37°C. Se lavd
dos veces con PBS a 4°C y se agrego loduro de Propidio 2ug/ml (conc. final: 2 ug/pul),

se incubo 20 min a TA. Luego se lavd dos veces con volumen abundante de PBS, se

monto en portaobjeto excavado y se observé en microscopio de fluorescencia.

8. Tincién Nuclear y Microscopia Confocal
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Los PScs y vesiculas proligeras asociadas fueron aislados de quistes hidaticos
y fijados en un a solucién recién preparada de paraformaldehido (PAF) al 4% en PBS
durante 1 hora a TA. El fijador fue removido, reemplazado por metanol y el material fue
guardado a —20°C hasta su utilizacion.

El metanol fue removido mediante cuatro lavados en PBS, cada uno de 10 min.
Se agreg6 una solucion de ARNasa en PBS (volumen final 400 pl, concentracién final
150ug/ul), para remover el ARN. Luego, 750 ul de loduro de Propidio (IP, conc. final 2
ug/ul) fueron agregados a alicuotas de aproximadamente 20 ul de la muestra. Luego
de una incubacién de una hora en la oscuridad, la muestra teiida fue lavada dos
veces con PBS, incluida en VectaShield™, y montada en portaobjetos. Los parasitos
fueron visualizados en un microscopio de scanning confocal laser Bio Rad MRC 600,
trabajando con un filtro Kalman3. Se obtuvieron stacks de imagenes digitales, estando
cada seccion o rebanada (slice) separada por 0.9 um. Los stacks fueron visualizados
mediante el software Confocal Assistant 4.02, de dominio publico.

Por otro lado, cortes semifinos (5 um) de parasitos fueron tefidos siguiendo el
mismo procedimiento luego de ser desparafinados mediante varios pasajes por xilol y

etanol, y fueron visualizados en un microscopio de epifluorescencia.

9. Conteo de Nucleos

Comenzamos por calcular el nimero de rebanadas ocupadas por cada nucleo,
habiendo analizado 20 nucleos por stack, en una muestra de 7 parasitos (5 PScs
maduros y 2 formas juveniles). Para evitar una sobreestimacion del numero de
nucleos, éstos fueron contados varias veces en rebanadas separadas por 3.6 um e
inmediatamente 2.7 um (o sea cada 4 y 3 secciones respectivamente). Como ejemplo,
y para un stack confocal tipico de 100 secciones o rebanadas, empezamos contando
en la seccién 10, luego pasamos a la 14, 17, 21, 24, etc. El numero obtenido fue
entonces dividido por dos para obtener el numero de nucleos presente en cada
muestra. El programa utilizado para el conteo nuclear fue Image J 1.25s, que puede
obtenerse en: http://rsb.info.nih.gov/ij. EI ndmero final fue ajustado por métodos

visuales.

13. Analisis Bioinformatico
Las secuencias de ADN obtenidas fueron levantadas por el programa Chromas

ver.1.43 (http://www.technelysium.com.au/chromas.html) y corregidas manualmente.
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Materiales y Métodos

Los alineamientos preliminares en busca de maximas homologias en el GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov), se realizaron mediante el programa Blast en sus
distintas versiones (Altschul et al., 1997; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) utilizando
los parametros por defecto y sélo las databases de metazoarios. Las secuencias de
ADN, asi como las traducciones conceptuales fueron trabajadas en el programa
GeneRunner ver. 3.05 (Hastings Software Inc.). Mediante el mismo, se buscaron en el
ADN motivos conservados (secuencia consenso de poliadenilacion, secuencias
consenso relativas a la presencia de intrones, sitios de restriccion, etc.). Las
secuencias gendémicas fueron analizadas ademas mediante el programa TRF (Tandem
Repeats Finder, ver. 2.02, Benson, 1999) con los parametros de mayor y menor
restriccion.

Las proteinas traducidas conceptualmente fueron analizadas en cuanto a la
prediccion de estructuras secundarias mediante el algoritmo PSIPRED
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred), que utilza la metodologia de redes neuronales
potenciadas (McGuffin et al., 2000).

Los alineamientos posteriores (nucleotidicos o aminoacidicos) se realizaron
con el programa ClustalX (Thompson et al., 1994) utilizando a la matriz de similitud
Gonnet Pam250 y se revisaron y/o corrigieron de forma manual para maximizar
regiones contiguas de maxima similitud de secuencia. Los alineamientos generados en
el Clustal fueron o bien levantados por el programa GeneDoc (Nicholas & Nicholas,
1997) a los efectos de armar las figuras correspondientes, o convertidos a formato
.meg, para analizarlos desde el punto de vista filogenético mediante el programa
MEGA ver 2.1, http://www.megasoftware.net (Kumar et al., 2001).

Los tests filogenéticos aplicados fueron, en el caso de secuencias
aminoacidicas, el de Union de Vecinos (NJ) y el de Maxima Parsimonia (MP). Para NJ,
se tomaron como opciones de distancia a la correccion de Poisson. Para la
reconstruccion filogenética por MP, se utilizaron como criterios de busqueda del arbol
6ptimo a la utilizacion del método de intercambio de vecinos préximos (CNI) con un
nivel de busqueda de 3, con 10 replicaciones de arboles adicionados al azar -como
arboles iniciales para el CNI-. En ambos casos se utilizaron todos los sitios y se
realizaron 1000 réplicas de bootstrap como test de filogenia. Los arboles filogenéticos
generados (originales, de consenso por bootstrap o condensados) fueron trabajados
en el Tree Explorer del mismo programa o en el programaTreeView

(http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/rod.html).
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14. Abreviaciones.

(k)pb: (kilo) pares de bases

Aoso= Absorbancia a A= 260 nm.
AcONa: acetato de sodio

BSA: albumina de suero bovino

CTAB: hexadecil trimetil bromuro de amonio
DEPC: dietil pirocarbonato

EDTA: acido etilen-diamino-tetraacético
ER: Endonucleasa de Restriccidon

EtBr: Bromuro de Etidio

EtOH: etanol, alcohol etilico

iPrOH: iso propanol

mQ: agua Milli Q

rpm: revoluciones por minuto

SDS: dodecil sulfato de sodio

u.f.p.: Unidad Formadora de Placas
TA: Temperatura Ambiente

Vol: volumen

B-MSH: beta mercaptoetanol

A: longitud de onda

Materiales y Métodos
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Materiales y Métodos

15. Composiciéon quimica de soluciones.

Solucién D: Tiocianato de Guanidina 4M; Sarkosyl 0.5%; Tris-HCI 20 mM, pH 7.5; B-
MSH 0.1%.

Solucién de Extraccion ADN de geles de agarosa: 20mM Tris-HCI pH8.0; 1 mM EDTA.

Solucién de Extraccion ADN de material hidatico: Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, EDTA 50
mM, pH 8.0; NaCl 100 mM.

Solucién de Hibridizacién in situ, SH: formamida 50%; SSC 1.3x, pH 5.3; EDTA 5mM,;
tARN de levadura 50 pg/ml; Tween-20, 0.2%; CHAPS 0.5%; heparina 100ug/ml.

Solucién de Hibridizacion Southern Blot: 6xSSC, 5x Solucion de Denhardt, 0.5%SDS,

100 pg/ul ADN desnaturalizado de esperma de salmon.

Solucién de Homogeneizacion Fagos: 50 mM Tris.HCI pH7.5, 5 mM EDTA pH 8.0,
0.5% SDS, NaCl 0.36 M, 2.4 mg Proteinasa K.

Solucién de revelado in situ: 100 mM NaCl; 100 mM Tris-HCI pH 9.5; 50 mM MgCI2;

0,1% Tween-20; 2 mM levamisol.

Tampodn de Corrida Northern Blot, TC: MOPS 0.2 M, AcONa 40 mM, EDTA pH 8.0 10
mM.
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Resultados
1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

1. a. Los genes con homeobox de E. granulosus

Uno de los objetivos generales del presente trabajo fue el aislamiento y
caracterizacion de secuencias con homeoboxes en Echinococcus granulosus. Este
analisis esta enmarcado en un contexto de trabajo grupal, de estudio de las bases
moleculares del desarrollo del parasito en la Seccion Bioquimica de la Facultad de
Ciencias.

La eleccion del estudio de genes con homeoboxes en este organismo estuvo
pautada por una serie de antecedentes que han sido revisados en parte en la
Introduccion de este trabajo. Por un lado, el hecho de que las homeoboxes sean
secuencias conservadas a lo largo de la evolucion, permitid disefiar estrategias
para su aislamiento en Echinococcus, que han permitido clonar molecularmente,
hasta el momento, catorce secuencias de este tipo (Oliver et al, 1992; Lalanne,
2003; Castillo et al., 2004).

Por otro lado, y asi como sucede en otros modelos bioldgicos, se asume que
su estudio molecular y funcional nos posibilitara el poder comprender mejor la
biologia de este Cestodo, al permitirnos identificar actores moleculares de cascadas
regulatorias involucradas en el desarrollo de las formas larvaria y adulta del
parasito, quien ademads ocupa una posicion filogenética destacada para
comprender mejor la evolucion del plan corporal de los metazoarios.

Por Ultimo, y teniendo en cuenta que Echinococcus granulosus es el agente
causante de la hidatidosis, grave problema sanitario en nuestro pais y motivo de
preocupacion creciente en otras zonas del mundo, es posible que este tipo de
estudios pueda conducir finalmente a disefar eventuales estrategias de control del

ciclo parasitario y/o de diagndstico.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

En esta seccidn, presentamos un estudio comparativo de las catorce
secuencias con homeodominios clonadas hasta el momento en E. granulosus. Las
zonas del HD utilizadas para el analisis son las correspondientes a los aminoacidos
13-54 del HD, o sea 41 residuos. Esto se debe a que la estrategia utilizada para
clonar los genes tipo Hox (a partir de ARNm del estadio PSc de E. granulosus)

recupera solo esa parte del HD (Lalanne, 2003; Castillo et a/., 2004).

El estudio filogenético comparativo agrupa a los genes con homeobox de E£.
granulosus en dos grandes clados: el Hox y el “no-Hox". Dentro de este ultimo
grupo vemos que los genes Eghbxl, 2 y 3 (Stalker) se agrupan a su vez en un
“subgrupo NK”. En los arboles de reconstruccion filogenética una mayor longitud
de la rama significa mayor divergencia en secuencia. Por lo tanto se puede

apreciar que los genes Eghbx4, 5 (EgLIM) y 6 serian los mas divergentes.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Fig. 1.
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Alineamiento de parte de los HDs de los 14 genes con homeobox aislados en E.
granulosus, secuencias aminoacidicas.

Fig. 2. Residuos informativos de parsimonia.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Fig. 3.
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Comparacion por el Método de Union de Vecinos de las 14 secuencias con HDs de E.
granulosus. Arbol mas probable apoyado por 1000 réplicas de bootstrap. Los genes con homeobox
de E. granulosus seagrupan en dos grandes clados: el Hox y el “no-Hox". Dentro de este Ultimo
grupo vemos que los genes Eghbxl, 2 y 3 (Stalker) se agrupan a su vez en un “subgrupo NK”.
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Comparacion por el Método de Union de Vecinos de las 14 secuencias con HDs de £
granulosus. Arbol consenso apoyado por 1000 réplicas de bootstrap
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Fig. 5.

Resultados
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Comparacion por el Metodo de Union de Vecinos de las 14 secuencias con HDs de E.

granulosus. Arbol condensado apoyado por 1000 réplicas de bootstrap.

Fig. 6.
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Comparacion por el Método de Maxima Parsimonia de las 14 secuencias con HDs de E.
granulosus, apoyado por 100 réplicas de bootstrap. La topologia recuperada es consistente con la

del Método de Union de Vecinos.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

1. Analisis de secuencias con homeoboxes en el genoma de

Echinococcus granulosus

Consideraciones preliminares.

Los Resultados de los andlisis de secuencias gendmicas con homeoboxes
presentados en este Capitulo, extienden reportes previos (Oliver et al., 1992)
acerca de estas secuencias, y se presentan ordenados en subcapitulos,
correspondientes a cada uno de las secuencias de ADN analizadas (£ghbx4,
1.b.; Eghbx5/EgLIM, 1.c.; Eghbx6, presentado por vez primera en este trabajo,
1.d y Eghbx3/Stalker, 1.e.).

Se presenta el analisis de cada una de las secuencias de ADN, estudiadas
en cuanto a: composicion nucleotidica, oligonucledtidos empleados en su
estudio, motivos conservados y/o repetitivos, y posibles sitios regulatorios. Los
marcos de lectura abierta que se consideran relevantes, con la traduccion
conceptual correspondiente, se afiaden al analisis. Motivos aminoacidicos
conservados, posibles estructuras secundarias y/o tridimensionales (en el caso
de Stalker), asi como un analisis filogenético son presentados en figuras, con

especial énfasis en los homeodominios encontrados.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

1.b. Eghbxa

Las secuencias nucleotidicas fueron clonadas a partir de rastreos
utilizando el oligonucledtido degenerado HB-1 (Burglin, com. pers.) en una

biblioteca gendmica clonada en el fago AEMBLA.

El criterio utilizado para el analisis de las secuencias de Eghbxd,
Eghbx5/EgQLIM y Eghbx6 es basicamente el mismo que para Eghbx3/Stalker, el

cual se detalla mas adelante (seccién 1. e.).

Asi, el lector encontrara en primer lugar la secuencia nucleotidica del gen
con su correspondiente traduccion conceptual. Seguidamente, se analiza la
secuencia nucleotidica (posible presencia de intrones, ADN repetitivo, otros

motivos en el ADN).
Por Ultimo, se analiza el HD (y sus secuencias flanqueantes, si
correspondiera) en cuanto a: motivos conservados y andlisis filogenéticos en

busca de paralogias y/u ortologias.

Las metodologias utilizadas se detallan en Materiales y Métodos.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

1.b.1. La secuencia genomica de Eghbx4.
Fig. 7.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

En esta figura presentamos la secuencia nucleotidica (obtenida a partir de un
subclon plasmidico y del clon de fago A original) del fragmento gendmico (2168 bp)
que contiene parte del homeodominio (HD) de Eghbx4. Eghbx4 comparte el mismo
clon gendmico (EgA2) que Eghbx3, encontrandose ambos genes en un fragmento de 7
kpb sin sitio de corte interno para BamHI (isoesquizdmero de Sau3A, enzima de
restriccion utilizada en la construccidn de la genoteca).

“T3, EcoRI' y “T7, Pstl’ aluden a la polaridad del inserto en el vector
plasmidico. Las secuencias de los oligonucledtidos empleados en las reacciones de
secuenciacidn se subrayan, y se indican sus nombres de referencia y polaridad.

La secuencia de la proteina traducida conceptualmente se adjunta sobre la
nucleotidica y se numera a partir del inicio de la misma (entre paréntesis) y a partir del
inicio del HD, que se resalta en negrita, respetando el marco de lectura.

Las sefiales putativas de poliadenilacion, y las secuencias reconocidas por las
enzimas EcoRIy Pstl se resaltan en negrita. Las secuencias reconocidas por la proteina
zeste se subrayan y marcan con una Z.

Fig. 8.

HD AAT AL
] L |
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1 2188

T3, Eco Rl T7, Pst |

Esquema del gen Eghbx4. Se sefialan la secuencia aminoacidica deducida, el
HD vy la probable secuencia de poliadenilacion.

1.b.2. Analisis de la secuencia genomica
1. b.2.1: Analisis de ADN repetitivo y otros motivos en el ADN

No se encontré ADN repetitivo. Tampoco se encontrd la secuencia 5' CTTCTC 3’
completa, caracteristica de regiones reguladoras de otros genes de E. granulosus. Si se
encuentra una vez la secuencia parcial 5" TTCTC 3’, y dos veces su complementaria 5’
GAGAA 3’ que se subrayan en la Fig. II.b.1.

Se encuentra una vez una posible secuencia de reconocimiento para la proteina
zeste 5" YGAGYG 3’ (pos. 483), y un sitio putativo de formacion del /ariat 5’ YNYTRAY
3’ (pos. 1156).

1. b.3. El homeodominio de Eghbx4 y secuencia parcial de la proteina

Tabla 1 Sitios aminoacidicos funcionales conservados

Sitios Secuencia consenso Sitios en la Secuencia
fosforilacién por PK2 ([STIx(2)[DE]) SRRE, SMRE (negrita)
fosforilacién por PKC ([STIX[RK]) SRR, SMR (subrayados)

miristoilizacion (G{EDRKHPFYW}X(2)[STAGCNI{P}) GINESK (italicas)
fosforilacion por PKA ([RK]2Xx[ST]) RKYS (italicas subrayadas)
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Los sitios conservados fueon analizados por Prosite (Generunner), y se detallan
debajo. No se encuentran tractos homopoliméricos (HPAA).

>Eghbx4

RKYSFLTIQFYPLLCNFTLAQAPSRRERTIYTPEQLEAMEEVEFGVNRYPDVSMREELAS
RLGINESKIQVWEFKNRRAKLRNLERSRRRE

Fig. 9. Secuencia aminoacidica deducida del HD de Eghbxa.

1 10 20 30 40 50 60
SRRERTIYTPEQLEAMEEVFGVNRYPDVSMREELASRLGINESKIQVWE KNRRAKLRNLE
H1 H 2 H 3

En negrita se destacan los residuos aminoacidicos caracteristicos de la familia
prd (paired, Banerjee-Basu S & Baxevani, AD, 2001). La Lys50 se destaca en itdlica y
es caracteristicas de los genes tipo goosecoid u orthodenticle.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

II1. b. 4. Analisis Filogenético del HD de Eghbx4.

Tabla 2. Comparacion del HD de Eghbx4 con los HDs mas similares luego de realizar
un alineamiento BLAST (Altschul et al, 1997) con secuencias de otros metazoarios
depositadas en el GenBank.

1 10 20 30 40 50
(P55813)EghbX4
SRRERTIYTPEQLEAMEEVFGVNRYPDVSMREELASRLGINESKIQVWFKNRRAKLRNLE
[E. granulosus]
100%
(AE003444) otd gene
prod. [D. LCYPGVNTRKQ TF RA DVL AL KT IF V LKINLP RV C

melanogaster] 60%

(AB057732) Cs-0TX

[Ciona savignyi] . TF RA DIL AL KT IF V LKINLP RV C
anémona 60%

(AF129932) hbx

prot. Otx . TF RA DVL AL KT IF V LKINLP RV C
[Herdmania curvata]
60%
(AF099746) Otx
[Petromyzon . TF RA DVL SLFSKT IF V LKINLP RV C

marinus] 58%

(AJ223614) otd-2

prot. [Tribolium QRKQ TF RA DVL AL KT IF V LKINLP RV C
castaneum] 62%

(AB028220) P£f-Otx

[Ptychodera flava] . TF RA DVL SL SKT IF V LKINLP RV C Q0
gusano

enteropneusto 60%

(D84062) otx/otd
rel. homeoprot. . TF RA DIL AL AKT IF V LKINLP RV C
[Halocynthia
roretzi] 60%

(AF079559) hbx

prot. BIX1 [X. QMSN K VYSSDLARL QY RT M IHQ M RQM LP R Q S ARRQG
Laevis] 42%

(AF465939) prd-like
HD T.F. Shox . S NF L QEL RL DETH AF SQ LS ARV 0 CRKQE
[Branchiostoma
floridae] 50%

(AF081351) HD prot. OMSN K VYS SD ARL QY RT M IHQ M ROM LP R Q S A RQG
Mix-4 [X. laevis]
50%

(AY036005) otd-rel. . TFTRA DVL AL SKT IF V LKINLP RV K C QQQ
hbx 5 [Danio rerio]
50%

(AAAB01008849)

agCP10800 LLKRKQRRSRTTFTS L KA TRTQ YTR TTNLT AR s R
[Anopheles gambiae
str. PEST] 50%

(AAAB(01008846)

agCp13270 . Q HFTSQ HEL QT SR M T I MWTNLT ARVR W KR
[Anopheles gambiae

str. PEST] 50%

(AJ289023) gsc hbx

T.F. [Platynereis MRVGQKRK H FTE L AT AKTH VML MKVDLK ERVE W
dumerilii] 53%

(B42768) homeotic

prot. gsc - African . H FTD L NL QETK VGT QO RRVHLR EKVE w
clawed frog 60%

(NM_006883) short
stature hbx,
isoform b; growth
control factor, X-
linked;
pseudoautosomal
hbx-containing
osteogenic gene [H.
sapiens] 60%

S NFTL NEL RL DETH AF SQ LS ARV Q C K

(AF053459) PaxC

T.F. [Acropora . N TFS EML KE EKSH AT KIDMS ARV S W RHQ
millepora] 51%

P56915|GSC_HUMAN . H F D L NL QETK GT Q RKVHLR EKVE w
Hbx prot. Gsc 60%

(D87748) prd-type

HD T.F. [Rattus . T NF GW EL KA NESH F A V DLV RV 0 W KK
norvegicus] 57%

(AF079561) hbx

prot. BIX3 [X. QMSN K VYS SD ARL QY RT M IHQ M ROM LL R Q S AKRQG
Laevis] 47%
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Resultados

(U15276) cartilage
homeoprot. 1 prec.
[X. laevis] 50%

CDSNVSSSKK H TF SL

EL K

QKTH

Yv

Q L TELT ARV

W KR

(AF315231) gsc T.F.
[Strongylocentrotus
purpuratus] Gsc
erizo de mar 48%

HMDLLARNQKRK H F E

QL AT

EKTH

ML

IKVDLKEERVE

WR

(AE003589) al gene
product [D.

melanogaster] 58%

Y TF SF

EL KA

SRTH

FT

MKI LT AR

W KQ

(AB071147)
aristaless prot.
[Gryllus
bimaculatus] 58%

Y TF SF

EL KA

TRTH

FT

IKI LT AR

W KQ

(NM_079889) eyeless
[D. melanogaster]
55%

SF ND

IDSL KE

ERTH

FA

R GKI LP AR

W RE

(U52968) gsc [D.
Melanogaster] 55%

HRT F E

QL AT

DKTH

VL

Q LKVDLK ERVE

(AY465181)
[Nematostella
vectensis] Otx-like
HD T.F. (anémona)
47%

TTFTKN

ILE L

AKT

DIF

V IKINLPESRV

RRAK Q SKG

(AB041043) Sj-Otx
mRNA for otd
[Stichopus
Jjaponicus]
(holoturio, pepino
de mar) 47%

QTTTPDPPRKQ TT TRA

DVL DL

AKT

DIF

V LK INLPESRV

CRQQQ

(AB001938)
[Cynops

pyrrhogaster]

(salamandra) 50%

gsc

DE
SSSEE

AL HL QETK

GTREQ

RVHLREEKVE

WRRQKR

(AY313153)
[Saccoglossus
kowalevskii] otd
(otx) gusano
hemicordado 38%

PLHYFCNPRKQ E
CRQOEQQKOQ

TF RA

DIL SLF KTRYP IF

V LKINLPESRV

(AJ223614) Otd-2
[Tribolium
castaneum] 33%

QRKQ TF RA
CROOOKQHNQQ

DVLEALFGKTRYP IF

V LKINLPESRV

(AF183398) Cngsc
[Hydra vulgaris]
50%

K H FSD

NVL RL NKTH

v

V GIINLTEEKVE

WRK

El HD de Eghbx4 presenta una serie de aminoacidos caracteristicos de la familia
de HDs paired, en particular presenta similtudes con HDs de las subfamilias
orthodenticle y goosecoid. Columna izg.: N° de acceso en GenBank; nombre del gen,
especie a la que pertenece el mismo (nombre cientifico y/o comun); porcentaje de
similitud. Columna de la der.: secuencia del HD. Los espacios en blanco corresponden
a identidades. (Abreviaciones: D.: Drosophila, gsc: goosecoid, H.: Homo, X.: Xenopus,
hbx: homeobox, HD: homeodomain, otd: orthodenticle, prd: paired, Prec.: precursor,
prot.: protein, rel.: related, T.F.: transcription factor, Prod.: product.).
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Resultados
1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Fig. 10.

Alineamiento del HD de Eghbx4 tal como se obtiene del analisis de por el programa
ClustalX.

* * * * DHECHHE
1 Eghb=z4 i
2 g=c_Hwdra
] Cngsc
4 otd_Dmel
=3 Otx ciona
-] 0Otz saccoglossus
7 Pf-0Otx ptychoder
8 Si-0tx_pepino
9 otd—2_ tribolium

in Otx_anemona

11 g=c_Xenla

1z gsc_salamnandra

13 g=c_Drerio

14 gz Homos

15 gsc_erizo

16 g=c_Dmel
177 g=c_platynereis
18 Antp Drome

ruler

Con el fin de poder clasificar al HD de E£ghbx4 se aplicaron métodos clasicos de
reconstruccion filogenética. Se utilizaron los HD de goosecoidy orthodenticle (gsc, otd,
D. melanogaster) como referencia.

Fig. 11.
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Sitios informativos de parsimonia (38/60, en amarillo). La secuencia del HD de
Eghbx4 se ubica en la fila superior.
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Fig. 12.

Resultados

Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

32
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6

gsc Hydra

gsc platynereis
gsc erizo

gsc Dmel

gsc Homos
gsc Drerio

gsc salamandra

gsc Xenla

Otx anemona
otd-2 tribolium
Otx saccoglossus
Pf-Otx ptychodera
otd Dmel

Otx ciona

Sj-Otx pepino
Antp Drome

Analisis filogenético por el método de Maxima Parsimonia del HD de Eghbx4. Se
utilizé el HD de Antennapedia (D. melanogaster) como grupo externo. Se muestra en
la figura el arbol consenso recuperado luego de 100 réplicas de bootstrap.

Fig. 13.
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497[7!:930 Dmel
46 gsc platynereis

Otx anemona

otd-2 tribolium

Otx saccoglossus

gsc Hydra

Antp Drome

0.1
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Resultados
1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Andlisis filogenético por el método de Union de Vecinos del HD de £ghbx4. Se
utilizo el HD de Antennapedia (D. melanogaster) como grupo externo. Se muestra el
arbol mas probable, recuperado luego de 1000 réplicas de bootstrap.

Fig. 14.

Antp Drome

44 gsc Hydra

62  9sc Xenla

100 L gsc salamandra

33 )
i gsc Drerio

43l gsc Homos

89

gsc erizo

97 gsc Dmel

46 gsc platynereis

68 — otd Dmel

L— Otx ciona

48 | g9 |: Otx saccoglossus
98 Pf-Otx ptychodera

—— Sj-Otx pepino
otd-2 tribolium

99

Otx anemona

0.1

Analisis filogenético por el método de Union de Vecinos del HD de Eghbxa. Se utilizo el
HD de Antennapedia (D. melanogaster) como grupo externo. Se muestra el arbol

consenso, recuperado luego de 1000 réplicas de bootstrap.

A partir de estos resultados, podemos asignar una paralogia entre

Eghbxa y los genes del clado goosecoid (gsc).
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Resultados.
1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus.

1.c. Eghbx5[ EgLIM
1.c.1. La secuencia genomica.

Eghbx5 (GenBank N° X66821, Oliver et al, 1992) fue aislado en el mismo
rastreo en que se aislaron Eghbx3/4. El fago EgA3 presenta un inserto de 11 kpb del
que secuenciaron 3544 pb a partir de un subclon plasmidico con un inserto de

aproximadamente 6 kpb.

Fig. 15. Secuencia nucleotidica (obtenida a partir de un subclon plasmidico) del
fragmento gendmico que contiene a Eghbxs.

La secuencia presentada (3544 bp) se divide en tres regiones, una (Regién 1,
1063 bp) comenzando en el extremo “T3” del plasmido, otra (Regién 2, 1423 bp),
central, y la ultima (Region 3, 1058 bp), que finaliza en el extremo “T7". No se alcanzo
el solapamiento de las tres regiones. Las Regiones 1 y 2 presentan marcos abiertos de
lectura: la 1 contiene parte de un dominio LIM y de un HD, mientras que la 2 contiene
el resto del HD (32 hélice).

La secuencia gendmica presenta una serie de ADNs repetitivos, de posible
funcidn reguladora. En particular, En las regiones 2 y 3 se encuentra varias veces el
motivo CTTCTC, que aparece en regiones regulatorias de otros genes de E

granulosus.
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Resultados.

1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus.
a) Region 1:
(vector)
TTGTATACCCCGCCCCTTTCGAG T3, Sal I =
1 59

R 0 H M VR L LGSV AYUHA AYC CT FRSC
GTCGACAGCACATGGTCCGACTGCTAGGATCTGTTGCCTATCACGCTTACTGCTTCCGC
| |

v L ¢ AR C L S T G D E W S I P R R W
TGCGTCCTCTGCGCGCGCTGTCTTTCTACGGGGGATGAGTGGTCGATCCCCCGGCGATG

I l Z

R T I C L H G ARUHULHHOQPE T L P F

GCGTACGATTTGTCTGCATGGAGCACGGCACCTCCACCACCAACCAGAGACTTTGCCAT

K H s B E S L F A P T A S L K A L V V V
TTAAACACTCCGAGGAGTCCCTCTCGCTCCGACAGCATCTTTGAAGGCATTGGTGGTGG
b
v v ™M E L N M E V(G K K I N V E A <s>
TGGTGGTGATGGAGTTAAACATGGAGGTAGGTAAAAAAATAAATGTAGAAGCTTGATTG

L X

TCATTTGTCTTTAATGATGAGTGAGCAGGTGGCTGATGGAAGCAGTGCAATTAATTGCT

Z
TTTAGTTTGTTTCAGTATCTTTAAAATCTTTTAGTTTCTGCTATATTAGGCCTCAAATC
AGAAAGTTTTATTTATATTTAAGCAGTTTACACTTTTATTTTTTTTTGTTTTGAATGTG
TGCTATGGTAATAAGTTTTGTTATGTAGATTTTGTGTTAACACTATAAGTTGCAGGTAG
GTGGTAACGCTCCTTGGCCTCTTGTGTCCCATAAAAAAGGGTCTGAGALtCTCCAAAAT
TTGAATAATGAGGAGTAAACAGCCTAGGAAATTTTATGTTTGCAAACAAAAGGGTGTTC
ATAAAACTGACTGGGGAGACCCTTATACTCTCCAGATAAATCAAAGAGTTCTGAGGTCT
TTACTTGGCTTTACTGTTTTTTTTTGTTTTTCAATGAGTTTAACTGGGGGACACCTTTA
CTGTATTTAAAATTGACTTGATAACTACCTTCCATTTGGATTGCAAACGCCTACTTGTG
GAAAGTATGAATGAGTCTAGTTGCATCATTGCCACTTATTTTTTTATCCTTATTTGGTC
CCTTTACAACCAGAAACAGACAGAGAAACCATATATTACGAGCACCAGGACTTTTACGC
TTCCACAGAAGCTGGTCTGGGTCACTTCGTATCCAGCGAACCGGAGCAGGAACGGGAGA
T

| | |

CGACTCGCCCATGTACACGAGCAACCTGGAAGGCGATGACCAATCGGAGGAGTGTGGAC
TCGAGCTGGCCGAAATGGAGGGAGAGGTGGAGGGCGGATCAAAAGCCACCTCGGGACCA
GATGAAGCTAGT
1063
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Resultados.
1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus.

b) Region 2:

1 59
ATAATTAAAAGAATTGTGGAACTGTGCAGGAATCTCGTGCATCCTTAGGCCTTGAAGAA
ATCATTTAAAAATATCACTTCTCTTAAACTTGCTTCCCAACGTCTATCATACCTTTGCA
TAAGTAATTAACATGTTATAGTATGGTGTCCAGGCTGCGATTATAAATGGGTAAACAAT
TCAGAGTGAAAAAGCTATTCTTCTCTATACACGTTATTGTTTCCAAACGCTTTGAAGAT
< Clol
GAACTCCCATGGGAGCCTCTTTCTTTTCTGATCTCGCCTATCAGAGGTCGGAAAGGGAC
GAAAAGATAGCCAGTGAGCATAAATGCTTGTCTTTCGCCTCAGGAAATAAGAAGTGTTA
AACAAAAAGTCCAAAAAAATATGTAAGTATAATTTAACCTCCCAAATAAAGTTTTAAAT
GAAATTGTGAATATTTTGGGAATCCGTGCTAGGCTATTGCAAAGGTGAACAAGTAGACA
GTTTGTGTACGAACTGCTAGAAGGGGCGAAATGGGGGGEGGGGGAATGAGGAGGTATTAA
< 291
AGCCAGCAGAAATGCACTAATCCCCGACTTAAATGGCATCGACAGGCTTCACACTAGCC
ATTCTAATCCCTCTCCCGCCTGTCCATGTGCGTACGTGCGTGAGCATCCGTTTCCTGCT
TGCTGCTTCGACTCCGTGACGTGGCCTTCCCCCCCCCCTCCCCGTGTCCCCCTTCCATT
< 43
AAACGGAGGCGGCAATGAGAGCGGATTATACGCTTTTCATTTGCTATTGTTGTGAGTGA
Z
AAATCTCACTTCTCTAGTTTCATTCACTCACGCCATACTTTAGGATTCGTCTTGAACTC
Z
TCGGTTTTTTATTAAGTGACTTCCACCTTCCCTGATATGCTTTACAAAAGCGCTCCTAT
ACATGTGTCACTGAAATATAAGCAAATTCCTATTTTGGAAATTGGATTCTTTTCCAAAA
ATCCTCCGTTTCAAGAATTACACATTAATAATGTCTGCTTTTATGCATGCTAAGGTGTT
788 >
TGTGGAATGCGATCCCCGGGAAATATCTCAATTAAAAATCACACCAGCTCGTTTTTTTA
ACTGTACATTTTACGTCCTCCAAGTAAATGAGAAAGTAGTTATTGAGTAATTGTTTGTT

V WP F Q N R R S K EURI RMMIEKUHUV S A L
ATAGGTATGGTTCCAAAATCGTCGCAGTAAGGAGCGTCGGATGAAACACGTATCGGCGC
*%* & HB-1 5a =2

G vV R R S F F 0 0 0 H H N H H H P V R
TGGGAGTACGAAGGTCCTTCTTCCAGCAGCAACATCACAATCACCACCACCCTGTCCGA

R I R M G A V A W RN QO W C P S L E P A

CGAATTCGGATGGGAGCGGTGGCGTGGCGAAACCAGTGGTGTCCTTCGCTTGAACCAGC
< 5b

s ¢ G P D DL P P E V M A DV L H I P V

CTCCTTCGGGCCTGACGACCTGCCTCCCGAAGTAATGGCGGACGTGTTACATATACCAG

L p P P P P L L P P P G Y Q T G L F C
TCCTTCCACCGCCGCCGCCACTACTTCCACCTCCAGGATATCAGACTGGTCTTTTCTGC

v E
GTCGAGG
1417 1423
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Resultados.
1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus.

c) Region 3:

1 59
TATTTAGCATCTTCGGTACTGCAAAGCGTAAAGCTTCTCTTAATTTCATTCGGCTGAAA
TGGTTTGGGTGGCGAATTGGCTAATCACAATTGAGGGGCGCGTATTTTGATGTGGAGGA
CAGCGCTTTTATAATGAGACTGGACTAGGATGTTTACCGTCATTTTTTCTCTCACCCTT
CTCGCATTTTGGAGGGGTTGGGAGGGTAGGAGCGTGGGAGCATGCGAAGGAGATGCTGG
I | | |
AAAGAGGCAAAAAAATTGGCCACCACAGGGGATGGGTAGAAGGGGTGAGAGAAGGGGTG
| | |
GGCGTGATCGACTTCGCGGTCATCCTTTGGGAAATGAAGGAGTAGGAATAATGCTTCAT
TTGGCTGCGTGAGATGAAATTCTTCATGCAGGGCCATATATATATATATGGGGAGGGAT
| |
ATGGAGGGACATCGGCAAAGTTAATTAGCCCGAAAGTTAATCCTCTGTCTCGAGTGATA
| z
GGCCGCCACAGCTATCAAGCCTGTCAATCCGGGAAGTGAATCGTTCAGGCAAAGGTGAT
CATTGCGTGCTTGGTCGAGTGGTGTACACCATATTGTTATCTCAAAGCTCAGAGTGCAA
Z
TCGCTGTCTTTTTCCCAGATCGCATTAATATTACCGGTTGTCTAATGCGGCCTTGTGAC
AGGCGGACGGAGTTGAGTATGCCAACCTAATATTAATGTTTAGTTACTCAGAGGACTTC
ACACCAGCTCATTTTAATGGCATCGTATTAAACTATTCCTTATGGACTACTGCTTCAGC
ACGACCACCATCTCCTCCTGGATGTCCTGTCATTGTTTTACAAAGTTTCACTTCAGTCG
GTGAAAACTAATTGATTGTTTTGGACCTCTTAGCTCCTTCAGCCGTAGTATACGAGATG
GTAGTAGTTCTTCTCGGCAACAAGAAATCTTGAATGAGTGATTCGTTCAGACCAGTCTG
Z

AGGGCAAACGAGAGAAGTAAAAGGAACCTTATAGAGATAATGTTGGCCACTGCATCTAC
GGTGAAGGTGGGCTGTTTATTTATGCCAGGCGGAAGGATCCGTTGACCTGCAGG.1058
1003 Sal 1, € T7

Fig. 16. Esquema general de Eghbx5/ EgLIM

LIM HD
Region1 [

1
T3, Sall

intrén

1
1063
HD

Region 2 il T
1

1 1423
T7, Sal

“T3, Sal” y “T7, Sal” aluden a la polaridad del inserto en el vector plasmidico.
Las secuencias de los oligonucledtidos empleados en las reacciones de secuenciacion
se subrayan, y se indican sus nombres de referencia y polaridad.

La secuencia de la proteina traducida conceptualmente se adjunta sobre la
nucleotidica y se numera a partir del inicio de la misma (entre paréntesis) y a partir del
inicio del HD, que se resalta en negrita, respetando el marco de lectura.

Las sefales putativas de poliadenilacion, y las secuencias reconocidas por las
enzimas EcoRIy Pstl se resaltan en negrita. Los sitios de reconocimiento putativos de
la proteina zeste se subrayan y marcan con una Z.

Las secuencias de ADN repetitivo en tandem (ver mas adelante, para su
analisis) se marcan en negrita y los mondmeros se sefalan debajo de la secuencia.
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Resultados.
1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus.

1.c.2. Analisis de la secuencia genomica.

Fig. 17. Analisis del Intron. Andlisis de los sitios de corte y empalme putativos con
alta probabilidad. (Reese et al., 1997; http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html).

Sitio putativo donador: La secuencia resultado del andlisis (score: 0.97/1.00) esta
subrayada. Los asteriscos en negrita (*) sefalan el sitio de corte putativo.

v vM™M E L N M E V(G K K I N V E A <s>

TGGTGGTGATGGAGTTAAACATGGAGGTAGGTAAAAAAATAAATGTAGAAGCTTGA
* %

Sitio putativo aceptor: La secuencia del resultado del analisis (score: 0.97) su
destaca con negrita. Se destaca en italicas el tracto de polipirimidinas caracteristico de
los sitios aceptores. El sitio putativo de empalme (AG) se subraya y marca con *.

ACTGTACATTTTACGTCCTCCAAGTAAATGAGAAAGTAGTTATTGAGTAATTGTTTGTT

V W F Q N R R S K E R RMKH V S A L

ATAGGTATGGTTCCAAAATCGTCGCAGTAAGGAGCGTCGGATGAAACACGTATCGGCGC
* %

Fig. 18. Analisis de ADN repetitivo y otros motivos en el ADN.
ADN repetitivo en tandem (Tandem Repeat Finder, Benson, 1999):

a) Region1:

Repetitivo 1) Indices: 50--79 Score: 40
Tamafio del periodo: 9 Numero de copias: 3.3 Consensus
size: 9

*

50 CTGCTTCCG
1 CTGCGTCCG

*

59 CTGCGTCCT
1 CTGCGTCCG

* %

68 CTGCGCGCG
1 CTGCGTCCG

Estadisticas
Matches: 16, Mismatches: 5, Indels: O
0.76 0.24 0.00

Los matches estédn distribuidos entre estas distancias:
9 16 1.00

Composicidén en bases: A:0.00, C:0.43, G:0.30, T:0.27

Patrdédn consenso (9 bp):

CTGCGTCCG
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Resultados.
1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus.

Repetitivo 2) Indices: 228--248 Score: 37
Tamafio del periodo: 3 Numero de copias: 7.0 Tamafio del
consenso: 3

*

228 TGG TGG TGG TGG TGG TGA TGG
1 TGG TGG TGG TGG TGG TGG TGG

Estadisticas:
Matches: 16, Mismatches: 2, Indels: O
0.89 0.11 0.00

Los matches estédn distribuidos entre estas distancias:
3 16 1.00

Composicién en bases: A:0.05, C:0.00, G:0.62, T:0.33

Patrdén consenso (3 bp):
TGG

Repetitivo 3) Indices: 977--1001 Score: 40
Tamafio del periodo: 12 Numero de copias: 2.0 Tamafio del
consenso: 13

977 CAGCGAACCGGAG
1 CAGCGAACCGGAG

*

990 CAG-GAACGGGAG
1 CAGCGAACCGGAG

Estadisticas:
Matches: 11, Mismatches: 1, Indels: 1
0.85 0.08 0.08

Los matches estédn distribuidos entre estas distancias:
12 8 0.73
13 3 0.27

Composicién en bases: A:0.32, C:0.24, G:0.44, T:0.00

Patrén consenso (13 bp):
CAGCGAACCGGAG
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Resultados.
1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus.

b) Region 2:

Indices: 674--705 Score: 30
Tamafio del periodo: 6 Nuamero de copias: 5.0 Tamafio del

consenso: 6
* * * *

674 CCTTCC CCCCCC CCTCCC CGTGTCCC CCTTCC
1 CCTCCC CCTCCC CCTCCC C--CTCCC CCTCCC
Patrdén consenso (6 bp):
CCTCCC

En esta region 2 se encuentra tres veces el motivo CTTCTC, que aparece en

regiones regulatorias de otros genes de E. granulosus, y se destaca en italicas.

c) Region 3:

Repetitivo 1) Indices: 196--224 Score: 38
Tamafio del periodo: 8 Numero de copias: 3.6 Tamaflo del
consenso: 8

*

196 TGGGAGGG
1 TGGGAGCG

*

204 TAGGAGCG
1 TGGGAGCG

*

212 TGGGAGCA
1 TGGGAGCG

*

220 TGCGA
1 TGGGA

Estadisticas:
Matches: 16, Mismatches: 5, Indels: 0
0.76 0.24 0.00

Los matches estéan distribuidos entre estas distancias:
38 16 1.00

Composicidén en bases: A:0.21, C:0.10, G:0.55, T:0.14

Patrdén consenso (8 bp):
TGGGAGCG
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Resultados.
1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus.

Repetitivo 2) Indices: 263--295 Score: 49
Tamafio del periodo: 12 Numero de copias: 2.5 Tamafio del
consenso: 13

*

263 AGGGGATGGGTAGA
1 AGGGG-TGAGTAGA

277 AGGGGTGAG-AGA
1 AGGGGTGAGTAGA

289 AGGGGTG

1 AGGGGTG
Estadisticas:
Matches: 18, Mismatches: 1, Indels: 2
0.86 0.05 0.10

Los matches estadn distribuidos entre estas distancias:
12 10 0.56
13 3 0.17
14 5 0.28

Composicidén en bases: A:0.27, C:0.00, G:0.61, T:0.12

Patrdén consenso (13 bp):
AGGGGTGAGTAGA

Repetitivo 3) Indices: 400--428 Score: 36
Tamafio del periodo: 10 Numero de copias: 2.6 Tamafio del
consenso: 11

400 ATATGGGGAGGG
1 ATAT-GGGAGGG

412 ATAT-GGAGGG
1 ATATGGGAGGG

* *
422 ACATCGG
1 ATATGGG
Estadisticas:
Matches: 15, Mismatches: 1, Indels: 3
0.79 0.05 0.16

Los matches estédn distribuidos entre estas distancias:

10 9 0.60
11 2 0.13
12 4 0.27
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Composicidén en bases: A:0.28, C:0.07, G:0.48, T:0.17

Patrdédn consenso (11 bp):
ATATGGGAGGG

El andlisis de ADN repetitivo se justifica por su posible relacion con la regulacién
de la expresion génica. En particular, el ADN repetitivo en tdandem puede constituir
zonas reconocidas por distintos factores de transcripcion.

Nota: En esta region 3 se encuentra también tres veces el motivo CTTCTC, que
aparece en regiones regulatorias de otros genes de E. granulosus, y se destaca en
italicas.

1.c.3. El homeodominio de Eghbx5/EgLIM

Fig. 19. Secuencia aminoacidica del HD de Eghbxa5.

Exén 1 | Exbn 2
1 o 10 oooo 20 30 40 I 50 60
* nooo* * * * * *
PRRWRTICLHGARHLHHQPETLPFKHSEESLFAPTASLKALVVVVVMELNMEVVWEQNRRSKERRMKH
H1 H 2 H 3

Los * sobre la misma marcan los residuos caracteristicos de la familia LIM. Los
residuos en negrita son conservados con otros HDs, segun Banerjee-Basu S &
Baxevani, AD (2001). La “I” marca la ubicacién del intron. Los pares de paréntesis ()
marcan posibles inserciones. Por debajo de la secuencia se senalan las tres hélices o
del HD.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus.

1.c.4. Analisis Filogenético.

Fig 20.

<40 40-50 50-80

Color Key for Alignment Scores

1_8940|

o

PRRWRTICLHGARHLHHQPETLPFKHSEESLFAPTASLKALVVVVVMELNMEVVWFONRRSKERRMKH

|
50 1

Resultado de un analisis BLAST del

HD de Eghbx5. La subsecuencia

LNMEVVWFQNRRSKERRMKH (a ambos lados del intron, sefialado por I) arrojé los

resultados mas significativos.

Tabla 3. Comparacion del homeodominio (HD) de Eghbx5 con los HDs mas similares luego de
realizar un alineamiento BLAST (Altschul et a/, 1997) con secuencias de otros metazoarios

depositadas en el GenBank.

(PC1215) Eghbx5 [E. granulosus] 100%

PRRWRTICLHGARHLHHQPETLPFKHSEESLFAPTASL
KALVVVVVME--
I

LNMEV--VWFQNRRSKERRMKH

(NP_005559.2) Lhxl. [H. sapiens] 81% R IQ Q
(CAA45353.1) ScLiml [X. laevis] 81% R IQ Q
(NP_571291.1) Lhx5 [H. sapiens] 81% R IOQ Q
(CAA38240.1) 1linll [C.elegans] 81% R IQ Q
(AAQO01662.1) Lim HD trp fact 1 R IO 0
[Strongylocentrotus purpuratus] 81 %
7 . i i
(AAP79290.2) 1lim 1/5 [gigcoglossus kowalevskii] R 10 0
(BAB13725)HpLiml [Hemicentrotus pulcherrimus] R 10 0
echinodermata 81%
(AAL56442) sim. LIM 5 [Oikopleura dioical
Chordata; Urochordata; Appendicularia; S R IQ Q
Oikopleuridae; Oikopleura. 77 %
(CAB02885.3) mec-3 [C. elegans] 77% S R IO L H
(NP_509273.1) ceh-14 [C. elegans] 66% . DR VQ L
—————— ETG
(CAR45377.1) mec-3 [Caenorhabditis vulgaris] 61% S R 10 L H

Columna izq.: N° de acceso en Genbank; nombre del gen, especie a la que pertenece el mismo
(nombre cientifico y/o comun); porcentaje de similitud. Columna de la der.: secuencia del HD. Los
espacios en blanco corresponden a identidades. La I marca la posicion del intrén. (Abreviaciones: D:
Drosophila, fact: factor, H: Homo, HD: homeodominio, prot: proteina, trp: transcription, X: Xenopus, C:

Caenorhabditis).
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Fig 21. Resultado del alineamiento de esta regién de la proteina realizado por el
programa Clustal X.

* ok kg Kk hkhkkkghkghgh
LN ——

2 liml/5_8 LN
3 HpLiml_e LN
4 Lhtfi_sp LN
5 linl1l_ca LN
6
7
8

Lhx5_Hom LN
Lhx1l_Xen LN
Lhx1l Hom LN
9 Lim5_uro L
10 mec-3_Ca L
11 mec-3_Ca L
12 ceh-14_¢C

==
ez

g

ruler

Los * sobre la secuencia marcan identidades los : y . denotan sustituciones
conservativas con distintos grados. Las sombras de color corresponden a tipos
aminoacidicos segun IUPAC. Las sombras grises con letras blancas marcan los residuos
atipicos. El HD de Eghbx5 presenta sus maximas identidades de secuencia con los
genes HD-LIM de la subfamilia lin-11.

Fig 22. Reconstruccion filogenética. Sitios informativos de parsimonia.
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DD D00 0D 00000
— | e D D |

— a0 -
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Sitios informativos de parsimonia con el agregado de Antennapedia (D.
melanogaster) como grupo externo. Se agrega ademas la secuencia McLIM (Lalanne et
al., 2004).
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1.

Fig. 23.

Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus.

41

46

62

mec-3 Caael

81" mec-3 Caew

— Lim5 urochordata

Lhtf1 Spurpur

Lhx1 Homos
HpLim1 equinod
lim1/5 S.kowaleskii
Lhx5 Homos

Lhx1 Xenla

lin11 Caael

Mc LIM

ceh-14 Caeel

e —

0.1

Antp Drome

Analisis filogenético por el método de Unidn de Vecinos de esta region del HD
de Eghbxs. Se utilizo el HD de Antennapedia (D. melanogaster) como grupo externo.
Se muestra el arbol mas probable, recuperado luego de 1000 réplicas de bootstrap.

Fig. 24.

74

lim1/5 S.kowaleskii

HpLim1 equinod

Lim5 urochordata

87

Lhtf1 Spurpur

Lhx1 Homos

Lhx5 Homos

lin11 Caael

Lhx1 Xenla

mec-3 Caael

Mc LIM

mec-3 Caew

ceh-14 Caeel

Antp Drome

Analisis filogenético por el método de Maxima Parsimonia del HD de esta regién
del HD de Eghbx5s. Se utilizd el HD de Antennapedia (D. melanogaster) como grupo
externo. Se muestra en la figura el arbol consenso recuperado luego de 100 réplicas de

bootstrap.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus.

1.c.5. Analisis de toda la secuencia aminoacidica putativa de
Eghbx5/EgLIM.

Fig. 25 y Tabla 4. La secuencia aminoacidica putativa de EgLIM.

1 10 20 30 40 50 60
ROHMVRLLGSVAYHAYCFRCVLCARCLSTGDEWSIPRRWRTICLHGARHLHHQPETLPFKHSEE
70 80 I 90 100 110 120

SLFAPTASLKALVVVVVMELNMEVVWEFQNRRSKERRMKHVSALGVRRSFFQQQOHHNHHHPVRRI

130 140 150 160 170 180
RMGAVAWRNQWCPSLEPASFGPDDLPPEVMADVLHIPVLPPPPPLLPPPGYQTGLEFCVE

Los aminoacidos en negrita corresponden a los residuos caracteristicos de los
dominios LIM. El HD esta subrayado. La numeracion es arbitraria.

Sitios Secuencia consenso Sitios en la Secuencia
fosforilacién por PK2 ([STIx(2)[DE]) STGD, TGDE
fosforilacion por PKC ([STIX[RKD) SLK

HPAA VVWVWV, QQQ, HHNHHH, LPPPPPLLPPP

Sitios conservados analizados por Prosite (GeneRunner), subrayados en la
figura anterior. Asimismo, se resaltan en negrita aquellos presentes en el HD. Las
regiones homopoliméricas (HPAA) se resaltan en italicas.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus.

Fig. 26. Analisis por BLAST P de EgLIM.

Color Key for Alignment 5Scores

Dedo de Zn | HD |

50 100 150

Las secuencias con mayor identidad con la secuencia analizada (187 aminoacidos) son
basicamente las mismas que se encuentran al analizar sélo el HD, con el agregado de Lhx3
(Homo sapiens 'y otros vertebrados) y Lhx4 (Xenopus laevis).

Fig. 27. Alineamiento mediante Clustal X de la secuencia de EgLIM con las mas
representativas obtenidas a partir del analisis por BLAST P.

A Eghbzb

1

2 Lhx1 Homos

3 Lhxl ¥enla

4 Lhx5_ Homos

5 Lhtfl Spurpur
& HpLiml_eguinod
7 dLiml_Droso

8 Lhx4_Homos

9 Lhx3 ¥enla

10 mec-3_Caasl

11 mec-3_Cagwvi

1 limls5_ 5 .kowal
IRE]

L4

15

INa]

L7

K]

=]

C
C
C
C
C
C
C
C
C

Me LIM

linll _Caael
ceh-14_Caesl
Lim5_0Odioica_u
LIM Schisto?
LIM Schistol
LIM sponge

A: Zona del dedo de Zn (LIM). Se marcan con un * los residuos de cisteina (C) caracteristicos
del dedo de Zn tipo LIM. Se agrego la secuencia de McLIM (Mesocestoides vogae syn. corti,
Lalanne et al., 2004) con fines comparativos.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus.
1B EghbzS E!MGMEEN%CPSLEPA 3--EDDEPEEVHMADVIEIE
2 Lh=l_ Homo= 5——— ———5 F
3 Lh=l_Xenla GIM———S
4 Lhx=5_Homos GO0 ———
5 Lhtfl_Spurpur DHENNPDMHGSE: ADGH———F
6  Hplinl_equinod DY ENNEDHHGSEE@GHDADEN———F
7 dLinl_Droso HNLSPGGLDLIGE A LDAEE——
a Lh=4_Homos QERESSAFDCGYSDSED DR
9 Lh=3_Xenla GN%S%DSIQEEGPDSDAEV DEPSH— SEM%
Lo nec—3_Caasl 8 IHONO—LDRLHEMESHT. LA—LETGE -
L1 nec—-3_Caswvu GERTTI QNQ—IDVLNEHSNT - LETGLSi!VIQ -
l2  1inl-5_5 kowales MR ALRTAIGG A --DEDNSEEL ——PEJGAPCDSE
1] He ITH
L4 linll_ Caael ————. DI PNDQ——— PPPPPSN‘J CD—— TTSPNHPETIQHAP
L5 ceh-14_Caesel W ————— AESDS PIESINGQ D! G——— Q
16 Lin5_Odicica_uro IEOCD—————~ TEAE-QMMSSQDC.GA HGHEIEENE
17 LIK Schisto2
& LIN Schistol PPGSVPN————.LI.SQSDIISSI.SP'PSSP—NHEIPSTHQPNQDNNQI———HCIG.VTDVEQP'GD
(] LIH =ponge

1 Eghb=5 VLPFPF PLLPPP QTG CHE—————————-
2 Lhxl_ Homos GFPS5——- QAOTENDLE WESSGEPSGIPLGG FLF FSSE:
3 Lh=l ¥enla | GPPSS—— QAOTEMDLE '\FPSSWPAGTPLGAHQP IF PSS
4 Lhx5_Homos —ADSEADSS LiASGPGSTEFLGAL PI.AG —AAD]
5 Lhtfl_ Spurpur PHGFE———SSEAPHMOFPT GDHH PEVS(G PVSY]
g HpLliml_egquinod FHGFE———SSEAPWORT VGDMNagPPVSQG:! IPVSO]
7 dLinl_Dro=o PGGPHP.NAPGGPHE!SGPIPHWHEIGLTPEA%!LGQAGG LLOSANGEPPE PPSA
a Lhx4_Homos — W TGGOL-HNGSESHD OERODIRDGSPEGIPOSPSSISSLE
9 Lhx3_Xenla SEVL QAGSNG SLEHGGE—————————— I——FTiD GIPOSEASLOSHP
10 nec—3i_Caasl —_— GLIFFFI HEE—
11 mnec—3_Caswu —_— GLIPPP%&HEE——-
12 linls5_5 kowales GO SQ GHTFLF OB
13 He LIH
14 linll Cagel | ——————— ANETEN HHVEEFETEOSATEFERNEDTHACT
15 ceh—-14_Caeel HETFS——TUFPPHEHTT PSWI.TT#;!TPLSI.STN HEFFPEES!)
1le Linf5_0Odioica_uro WADT——IROEL S E-ERVVLITFTHLENR O GHDT]
17 LIM_Schisto?l
18 LIM_Schistol TSINON———TSDHPIES SHISTCGNETTHCREE O EEVDNRRECE
19 LIH =ponge

B: Zona C-terminal con respecto al HD.
Como se aprecia en la figura, en esta zona existe una alta divergencia entre la
secuencia de EgLIM vy los otras proteinas utilizadas en el alineamiento.

Fig. 28.
Eghbx5
ﬂ':LhX1 Homos
100 Lhx1 Xenla
5 80 l——— Lhx5 Homos

04 {Lhm Spurpur
100 HpLim1 equinod

dLim1 Droso

32

lin11 Caael

l—lim 1/5 S.kowaleskii
62L——Mc LIM

ceh-14 Caeel
76 _|:th4 Homos
4 100 Lhx3 Xenla
6 Lim5 Odioica urochordata

LIM Schisto1
LIM Schisto2

l—mec—3 Caael
100 L—mec-3 Caevu

LIM sponge

Reconstruccion filogenética mediante el Método de Maxima Parsimonia, con el
soporte de 100 réplicas de bootstrap.
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Fig. 29.

ceh-14 Caeel

Lhx4 Homos

Lhx3 Xenla

dLim1 Droso

Lhx5 Homos

— Lhx1 Homos

— | hx1 Xenla

— Lhtf1 Spurpur

= HpLim1 equinod

lin11 Caael

Lim5 Odioica urochordata

lim1/5 S.kowaleskii

Mc LIM

LIM sponge

— mec-3 Caael

— mec-3 Caevu

— LIM Schisto1

— | |M Schisto2

Reconstruccion filogenética mediante el Método de Unién de Vecinos, con el
soporte de 1000 réplicas de bootstrap. La secuencia de EGLIM aparece como altamente

divergente, dificultando su clasificacién exacta dentro de las proteinas HD-LIM.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

1.d. Eghbx6
Eghbx6 fue aislado en un rastreo independiente, realizado por el autor de este trabajo,
pero utilizando la misma estrategia que para clonar a los restantes genes con homeobox.

1.d.1. La secuencia gendmica

Fig. 30. Secuencia nucleotidica (1842 bp, obtenida a partir de un sub-clon plasmidico) del
fragmento gendmico que contiene parte del homeodominio (HD) de Eghbx6.

T3, Sal I 2>
1 59
ACGTTAGGGGTGAGTAGTCTGGCGTGTGTTATTCCCCTCCCCTCCTCTCCTCTCCTCTCCGT TTCTCACC
HS1 T3 -
CACCTCCCATGCTAATCGGGTGGGCATGATCTTCACACTCTCCGTCACCTAACATTACACCTCTTGCTAT
ATGAATTAATAATTGTTTTGACAAGACCCCATCGGCAGTAGCAGCAGAAGTAGTGGTGTCGCGTAGCTGG
GATTGGGGAGGACAGAGATTGTTTTGCGCGCTCGTGCGTTCGGACAATCATCAGTGGGGTGTATATGAGT
Z Z
GTGGTTTCTGATATGGAATGAGGCGGGGACTTATCCCATAAGTAATTCATACCCATTTTCTGTGTIGTGTA
AGAGGGCGAGAGAGAAATAGGAGTTGGTGATAGTGGTGGTGGTGGGTTGAAAGTGTGGGGAGTGAGATAT
HS 1AR =
TGAGGGAAAAACCGCGTTGTTATAT CTTCTGACTAAATTCATATTTCATGT GAGAATGCAGTGGATGCTC
CATTAGGTCGGCGAAATGCTTATTGTAATCCCACATTAAGAAGTGGGGTAAAGGGGGGAGCAGCGAGGGA
GCGACACTTTTAATTATGCAGAAGCGGTCTGGAGCACATTTACTTTACGTAAAAAAAGAAAGGCAGCCCT
AATTTTGTTGATTCTTGCCTGTCTAGCTCACAAAACAGCTGTCTCCTATCACCTTGGAGGGGTAATTATA
1
G L DK QKD API RUQULTI S OQQULTIULGV G Q K
GGGGCTTGATAAACAGAAAGACGCGCCGAGGCAATTGATATCCCAATTAATTTTAGGAGTGGGTCAARAG

10 20 30
A S G I HI DT EMUDTGTULSGU DU HI KT FI I F R AN
GCGAGTGGAATTCACATTGACACAGAGATGGATGGCCTTGGCGATCATAAATTTATAATCTTTCGCGCAA
Z
40 50
T F P P §S$ L L L L NL V F Q V W F Q N RUR T K
ATACATTTCCTCCAAGTCTTTTATTGCTGAATTTGGTTTTCCAGGTGTGGTTCCAGAACCGTCGAACGAA
& S02, HB-1

60
W RNGC S R Y G K CE I DGR Q S S T Y I C
ATGGCGTAACGGATGCAGCCGATATGGCAAGTGTGAAATCGACGGCAGGCAATCAAGCACCTACATTTGC

F K <S>
TTCAAGTAACAGTATCAAACTATCCATAACCAGTGAGCACTCATCCCCGTCGGTCTGATTCGCATCATAA
HS 1CF =
CCACTCCCCCAAGGGGGATGCTCACAGAGTATCAGGAGATGTATTTGAAGAGGGGAAAGATTCAATTCAA
CAGGCTTTGCCACCGCCTCCGCCATCATTGCCTTTACCACCACCCCCGCCACCACCACCGATAGCTTCCC
TCCCTACCGCTATTCCTCCACATCTGTTCGGCGCCTTCTTAGCAGCTACAAGCTCTCTTCAGAATCTCCC
ATTTCCCTTCGGAATGCTGGCCCCATCCATTGGAGTACCTCCTCGGGAGGAGCCTGAGGACGTCTTGAGA
TCACGCATTTGTGGAGGCGCTTCTACCGCCGAACGGCCCTTGAATCCCCTCCTCTTTCAACCATCAGGAG
GGACAGAAAAACCTTGAATACCACAAAACTAGCCATCGGAGAGCATTTAGAGAARAGGAGCGGCGGCCAA
HS 1F =

AGGCATGTTCGAGTCGATCCACAGGCTTTCATATAATCCCTTGACAATATGATGCACTCCTCACACTTAC
CTCTAAGCTATTGTAAATTAATGTTCCATCCCATCTCACTAGCAATAAACTTTCCGATATTTAGCCCGAA
GTGGTTTTITTTTTCTTTTTATTAAACAATGTGIGTGTGAATTGGTGAAATTGTAAAAGCTGTCAGGTAGG
GTTAAAATGCAAACCACATTGGCAAGGGATTGGTAGGATAAGTAGGTAGGGAAGAGGAAACACTTATGAA
GTTTTACCAAAGCAATACTAATACCAGTTITCGITGTTTTGTGTTTCGGGTGGGGGAGAGGTTTAAGTAA
AAGCTCTCGTGGCTTTAAGCTT & Hind III, T7
1821 1842
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Fig. 31. Esquema general de Eghbx6

Saill3 Hindlll T7
1 ARTAAA 1842

“T3, Sal” y “T7, Hindlll” aluden a la polaridad del inserto en el vector
plasmidico. Las secuencias de los oligonucledtidos empleados en las reacciones de
secuenciacion se subrayan, y se indican sus nombres de referencia y polaridad.

La secuencia de la proteina traducida conceptualmente se adjunta sobre la
nucleotidica a partir del inicio del HD, que se resalta en negrita, respetando el marco
de lectura. La senal putativa de poliadenilacién, y las secuencias reconocidas por las
enzimas Sall' y HindIII se resaltan en negrita. No se encuentra el motivo 5 CTTCTC 3/,
que aparece en regiones regulatorias de otros genes de E. granulosus, pero si las
semi-secuencias CTTCT, TTCTC, GAGAA, AGAAG, que se destacan en italicas. Los sitios

putativos de pegado de la proteina zeste se subrayan y se sefialan con una Z.

1. d.2. La secuencia aminoacidica de Eghbx6

Fig. 32.

1 | 10 | 20 | 30 |
GLDKQKDAPRQLISQLILGVGQKASGIHIDTEMDGLGDHKFIEERANTFP
* S

40 | 50 | 60
PSLLLLNLVFQVWFQONRRTKWRNGCSRYGKCEIDGROSSTYICFK

* i***h*** * % s

La numeracién comienza con el primer residuo del HD. Los residuos subrayados
son caracteristicos de las secuencias prd (2/10), segun Scneitz et al, 1993. La “i"
debajo de la secuencia denota un residuo invariante segun Galliot et a/., 1999 (1/6). La
“h” denota un residuo altamente conservado (1/3). No se encuentra ningun (0/4)
residuo que caracteriza las subfamilias dentro de los HDs tipo prd.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Fig. 33 y Tabla 5.

>Eghbx6

GLDKQKDAPRQLISQLILGVGQKASGIHIDTEMDGLGDHKFIIFRANTFPPSLLLLNLV
FOQVWEQONRRTKWRNGCSRYGKCEIDGRQSSTYICEK

Sitios Secuencia consenso Sitios en la Secuencia
fosforilacion por PK2 ([STIX(Q)IDED TEMD
Miristoilizacion (G{EDRKHPFYW}X(2)[STAGCN{P}) GQKASG
HPAA LLLLNL

Sitios funcionales conservados analizados por Prosite (GeneRunner), resaltados
en negrita en la figura que acompaia a la tabla.

1.d.3. Analisis Filogenético

Fig. 34. Alineamiento mediante BLAST de la secuencia aminoacidica putativa de
Eghbx6 con otras secuencias con HDs de la familia paired.

Eghbxs
all Drome
cehl0_Cael
prdl-h_H.wv :
Bpalx 3.pu :
prdl-a Hy. :
Dirax D.ja
Paxfi G.ti :
Hyilx Hy.wv :
alx3_Homo
CMREEPC Dro :
Odysseus_D
Ods-site D :
Dtprd-1_G.
unc-4 Caae
T/ Nkx6E- @

Eghbxe
all Drome :
cehl0_Cael :
|Jprdl-b_H.wv :
Spalx S.pu :
prdl-a_Hy. :
Dirax D.ja
Paxéi G.ti :
Hyalx Hy.w :
alx3_Homo
DMREFPC Dro :
Odysseus_ D
Ods-site D :
Dtprd-1_G.
unc-4 Caae
TR/ NkxEE- : B

ARSI YTERYSOTT T

L= @ME T F.A00
WG GO NDEDEE

Tal como se aprecia en la figura, no existen zonas evidentes con similitud de
secuencias por fuera del HD. Dentro del HD, salvo en la zona de la 32 hélice (sefialada
en la figura por una linea ---), no existe una similitud de secuencia importante entre el
HD de Eghbx6'y el resto de las proteinas utilizadas en el alineamiento.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Tabla 6. Comparacion de regiones de homologia de Eghbx6 con otras proteinas con
HD de la familia prd.

Eghbx6
[Echinococcus
granulosus] 100%

GLDKQOKDAPRQLTISQ

1 | 10 | 20 | 30 | 40 |

LILGVGOKASGIHIDTEMDGLGDHKFIIFRANTFPPSLLLLNLVE
50 | 60

QVWEQNRRTKWRNGCSRYGKCEIDGRQSSTY

(NM_006492)
aristaless-1like
hbx 3 Alx3 [Homo
sapiens] 60 %

.KR-E....IQ-E..NPF.

(NM _007441)arist
aless 3 ALX3
[Mus musculus]
60%

(X81403) alx3
[Mesocricetus
auratus] 60%

.KR-E....MQO-E..NPF.

(X64904) hbx prot
(otd subfamily)
unc-4
[Caenorhabditis
elegans] 44%

ORY IFRANTFPPSLLLLNLVEFQVWEFQNRRTKWRN-GCSRYGKCEI---DGRQSST

SBT V.MREALAMR.D..ESRV........ A...KREQN.N.SS..KKD..E.ME.

(23831508)
TLX3 HUMAN T-
cell
(Homeobox
protein Hox-
11L2) [H.
sapiens] 44 %

QRY
SBT

SLLLLNLVEFQVWEQNRRTKWRNGCSRYGKCEIDGRQSS
. .KMTDAQVKT.......... ROTAE--ER.A..Q.A.

(NM_078665) Ods—
site hbx [D.
melanogaster]
44%

QRY GDHKFITFRANTFPPSLLLLNLVFQVWFQNRRTKWR
SBT .S.YPD..MREALATK.D.MEGRIA....... A...

(L08401) al
aristaless
[D.
melanogaster]
58% (c/gaps)

QVWEFONRRTKWRNGCSRYGKCEIDGRQSSTY
LT .Q.KV.P..HP.

Qry
Sbt

(NP_840087)
posterior
neuron-specific

Qry HKFIIFRANTFPPSLLLLNLVFQVWEFQONRRTKWRNGCSRYG

hbx Pnx Sbt_ YLSV ERHCIASA G SETQVKI KKELDGH
[Danio rerio]
343
(BAP79283)
developing brain |y, QVWFQNRRTKWRNGCSR
hbx dbx .
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Fig. 35.

Resultados
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40 49

Djrax D.japonica
Pax6A G.tigrina

HyAIx Hy.vulgaris
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Spalx S.purpur
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P —
0.2
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Eghbx6

Analisis filogenético por el método de Unidn de Vecinos de las regiones mas
conservadas del HD de Eghbx6. Se utilizd el HD de Antennapedia (D. melanogaster)
como grupo externo. Se muestra el arbol mas probable, recuperado luego de 1000

réplicas de bootstrap.

Fig. 36.
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Andlisis filogenético por el método de Unidn de Vecinos de las regiones mas
conservadas del HD de E£ghbx6. Se utilizd el HD de Antennapedia (D. melanogaster)
como grupo externo. Se muestra el arbol consenso recuperado luego de 1000 réplicas

de bootstrap.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus
Fig. 37.
100 ceh10 Cael
100 prdl-b H.wilgaris
100 L DMREPO Drome
100 all Drome

HyAlIx Hy.wilgaris

100 100 Djrax D.japonica
Pax6A G.tigrina
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Odysseus D.mauritiana
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Antp Drome

Analisis filogenético por el método de Maxima Parsimonia de las regiones mas
conservadas del HD de Eghbx6. Se utilizd el HD de Antennapedia (D. melanogaster)
como grupo externo. Se muestra el arbol consenso recuperado luego de 100 réplicas
de bootstrap.

El HD de Eghbx6 es altamente divergente, mas puede ser clasificado

tentativamente dentro de la familia paired, subfamilia aristaless.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

1. e. Eghbx3 [/ Stalker

La secuencia del gen Stalker fue obtenida a partir del clon del fago A original
(Eg)2) y de un subclon plasmidico.

Las figuras de esta seccion muestran en primer lugar la secuencia nucleotidica
gendmica, con la traduccion conceptual de los marcos de lectura que consideramos
relevantes.

En la Fig. 38 se resaltan una serie de motivos nucleotidicos en la secuencia de
ADN, que consideramos de importancia destacar:

e Sitios de corte para las enzimas de restriccion utilizadas en el subclonado,

e Oligonucledtidos utilizados en la secuenciacion,

e ADN repetitivo en tandem (con sus repeticiones esquematizadas por debajo de
la secuencia nucleotidica) (Seccion 1.e.2.2, Fig. 41),

e Sefales de reconocimiento de proteinas NK-2 (involucradas en el circuito de
autocatdlisis de estas proteinas con homeodominio, HD) (ver ademas Fig. 42),

e Seiales de reconocimiento de proteinas GATA (factores de transcripcién con
dedos de Zinc y que participan en algunas de las mismas redes
autorregulatorias que las proteinas NK-2 y que interaccionan bioquimicamente
con ellas),

e Sefales conservadas con otros genes de E. granulosus,

e Secuencia putativa de inicio de la traduccion (con el médulo consenso descrito
por Kozak senalado por debajo de la secuencia nucleotidica),

e Sefales presuntamente involucradas en el procesamiento del intron (ver

ademas Fig. 40).
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Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Las figuras posteriores muestran algunos aspectos detallados del andlisis de la
secuencia nucleotidica:

Andlisis del intrén (Seccion 1.e.2, Fig. 40)

Analisis del ADN repetitivo en tandem (Fig. 41)

Analisis del nimero de copias de Stalker en el genoma de E. granulosus,

mediante ensayo de Southern blot en condiciones de alta rigurosidad (Fig. 43).

La traduccién conceptual se detalla por encima de la secuencia nucleotidica en

la Fig. 38, con el HD resaltado en negrita.

El analisis del péptido codificado por Stalker se presenta en detalle en las

siguientes figuras:

En primer lugar se analiza el HD de Stalker, el cual puede ser clasificado como
perteneciente a la clase de HDs NK-2, dentro de la familia NK, debido a la
presencia de una serie de residuos caracteristicos (Seccién 1.e.3, Fig. 44),
Modelizacién 3D del HD de Stalker, que coincide con la de otros HDs NK-2 cuya
estructura 3D fue resuelta experimentalmente (Fig. 45-48),

Andlisis filogenético (Seccion 1.e.4) del HD, con el fin de buscar paralogias u
ortologias con secuencias de HDs de otros organismos. A partir del analisis
bioinformatico de alineamientos de secuencias (utilizando soélo aquellas que
presentaran una mayor identidad con el HD de Stalker Tabla 7; Fig. 49) y
métodos de reconstruccion filogenética (Unidon de Vecinos y Maxima
Parsimonia, Figs. 50-53), vemos que el HD de Stalker se agrupa
consistentemente en un clado que incluye a los genes de la clase NK-2,

subclase NK2.2, junto a NK-2 (vnd) de Drosophila melanogaster.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

La ultima parte de esta seccidn incluye el analisis de las zonas extra-HD de
Stalker. En primer lugar se presenta la busqueda de sitios aminoacidicos conservados y
con posible relevancia funcional (Fig. 54; Tabla 8).

Se presenta asimismo el alineamiento de partes de la proteina Stalker con
motivos consenso encontrados en otras proteinas NK-2. Este analisis es relevante, ya
que otro criterio utilizado para la clasificacion de las proteinas con HD es el estudio de
la presencia de motivos aminoacidicos caracteristicos en estas zonas. En particular,
para las proteinas NK-2 se han descrito dos dominios extra-HD: un dominio TND/eh-1
en la zona N-terminal (presente de manera parcial en Stalker, Fig. 55), y un dominio
NK-2 SD (NK-2 specific domain) hacia el extremo C-terminal, presente en casi todas las
proteinas NK-2, y también presente parcialmente en Stalker (Fig. 56; Tabla
NK2_Intro).

La ultima figura presenta el analisis de posibles estructuras secundarias de la
secuencia aminoacidica total (Fig. 57). Se observa que no parece haber tramos de

estructura secundaria significativos por fuera del HD.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

1.e.1. La secuencia gendmica

Fig. 38.
Secuencia nucleotidica (1683 bp) de Stalkery traduccion conceptual de la misma.
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1 59
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

La secuencia nucleotidica de Stalker (GenBank N° X66819, Oliver et al., 1992)
fue aislada a partir de un clon genédmico de fago . EMBL-4 (EgA2), recuperado a partir
de un rastreo con el oligonucleétido degenerado HB-1 (Burglin, com. pers.). Su inserto
fue fragmentado y subclonado en un vector plasmidico para su posterior analisis.

“T3, EcoRI' y “T7, Pstl’ aluden a la polaridad del inserto en el vector
plasmidico. Las secuencias de los oligonucleétidos empleados en las reacciones de
secuenciacién se subrayan, y se indican sus nombres de referencia y polaridad. La
secuencia de ADN repetitiva en tandem (unidad: 5" CCTCC 3') se resalta en negrita, asi
como la sefal probable de poliadenilacion, y las secuencias reconocidas por las
enzimas EcoRIy Pstl. Los sitios de reconocimiento putativos de la proteina zeste se
subrayan y marcan con una Z. Las caracteristicas de las secuencias intervinientes en el
procesado del intron se detallan por debajo de la secuencia principal y se discuten en
la seccidon 1.e.2. La secuencia de la proteina traducida conceptualmente se adjunta
sobre la nucleotidica y se numera a partir del inicio de la misma (entre paréntesis) y a
partir del inicio del HD, que se resalta en negrita, respetando el marco de lectura. La
M25 se resalta en negrita, con la secuencia de Kozak por debajo de la misma, también
en negrita. Una posible “caja TATA” (5" TATAA 3') se subraya, asi como una posible
secuencia de poliadenilacion (5 AATAAA 3). Los sitios de posible autocatalisis se
resaltan con contornos, y los nombres de las proteinas NK-2 que los reconocerian se
detallan con negritas, por debajo de la secuencia. Asimismo, los sitios putativos de
pegado de proteinas tipo GATA (5" WGATAR 3’) también se destacan con contornos.

Secuencias conservadas con otros genes de £. granulosus (5’ CTTCTC 3’) se subrayan.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Fig. 39. Esquema general del gen Stalker.

GATA NK-2
2z bx
ATG intrén
1 | | | ﬁATA AATAAA1EB3
1 HD 207
THND NK-25D

Por encima del esquema se detallan sitios relevantes en el ADN, con sus
posiciones relativas. Por debajo del mismo se detallan los motivos encontrados en la
secuencia aminoacidica. GATA: secuencia de pegado de proteinas GATA; NK-2:
secuencias de pegado de proteinas con HD NK-2 (ver mas adelante); ATG: posible
coddn de iniciacidn de la traduccidn; TATA: posible “caja TATA”; AATAAA: posible sitio
de poliadenilacién; TND: motivo TND/eh-1 (ver mas adelante); HD: homeodominio;
NK-2 SD: dominio especifico NK-2 (ver mas adelante).

Segun este esquema, la proteina traducida constaria de 207 residuos
aminoacidicos y tendria un Peso Molecular aproximado de 24.500 Da.

1.e.2. Analisis de la secuencia genémica
Fig. 40. Analisis del Intrén. Andlisis de los sitios de corte y empalme putativos con

alta probabilidad (Reese et al., 1997; http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html, y
programa GeneRunner)

Sitio donador probable: La secuencia resultado del analisis esta subrayada. Los
nucledtidos idénticos al consenso esperado estan marcados con un * por debajo de la
secuencia nucleotidica. Los asteriscos en negrita (*) sefialan el sitio de corte probable.
Asimismo, las Unicas dos diferencias (CA en vez de GA) se sefialan.

40
IGLTPTOQ

CGGTCTGACTCCTACGCAGGTGCATCACTAGTCGACATGTTCAATGCGCCAAGTCAGTG
*kdk kX PNGH

Sitio aceptor probable: La secuencia del resultado del analisis su destaca con
negrita. Se subraya el tracto de polipirimidinas caracteristico de los sitios aceptores. El
sitio putativo de empalme (AG) se subraya y marca con *.

vV K I W
CCTTTTGTAAATTTGGAATAGCAATTTGTGCAATCTTTTTTTTGCCTTAGTAAAGATTT
PY(n) *x
50
F Q N H R Y
GGTTCCAAAACCATCGCTAC

La secuencia codificante se encuentra interrumpida por un intron de 89 Nts. de
longitud, en una posicién conservada con otros intrones presentes en varios HDs
(Burglin, 1994). El analisis de los sitios putativos de corte y empalme muestra con una
muy alta probabilidad de que los sitios mostrados son los correctos.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

1.e.2.2. Analisis de ADN repetitivo y otros motivos en el ADN

Fig. 41. Busqueda de ADN repetitivo en tandem (Tandem Repeat Finder, Benson,

1999)

Indices: 724--759 Score: 30
Tamafio del periodo: 5 Numero de copias: 7.4 Tamafio
del consenso: 5

* * % * *

724 CCTCC CCTCCC CCTTC CCT-T GCT-C CCTAC CCTCT CC
1 CCTCC CCT-CC CCTCC CCTCC CCTCC CCTCC CCTCC CC

Estadisticas:
Matches: 22, Mismatches: 7, Indels: 4
0.67 0.21 0.12

Los matches estédn distribuidos entre estas distancias:

4 4 0.18
5 13 0.59
6 5 0.23

Composicién en bases: A:0.03, C:0.67, G:0.03, T:0.28

Patrédn consenso (5 pb):
CCTCC

El andlisis presentado en la Figura permite evidenciar la presencia de un ADN
repetitivo (5" CCTCC 3’) en la secuencia gendmica codificante de Stalker. No se
encontro la secuencia 5’ CTTCTC 3’ completa, caracteristica de regiones reguladoras de
otros genes de E. granulosus, pero si se encontré una vez su complementaria 5
GAGAAG 3, que se subraya en la Fig. 38. Si se encuentra una vez la secuencia parcial
5" CTTCT 3, y dos veces su complementaria 5" GAGAA 3’ que se subrayan en la misma
figura.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Fig. 42.

Resultados

Posibles sitios de autorregulacion por parte de homeoproteinas NK-2

A.

cons_nk2 dir
Nkx-2.5 dir
CnNK-2 revl
CnNK-2 rev2
cons nk2 rev
vnd/NK-2 rev

Consenso STALKER
B.

Nkx-2.2

(Watada et al.,2000)
Nkx-2.2

vnd/nk?2

CnNk-2

Consenso NK-2
(Harvey, 1996)

Consenso General

CACTTTAGTGT——-—--
CACCTAAGTGGG---
TACGTAATTGTG—-—--
TACTTAAGTCA----
ACTTAAAGTGAT---
-GTAAAACTGTTTGA

*x %

NACN®,AAGTGN
T AAGT*,°.TT

CTNNAGTG (alta afinidad)
CT,TAATTN (baja afinidad)

(Chen / Schwartz, 1995)

CAAGTG

(Damante et al., 1994)

CT.TAATTG

(Thomsen et al., 2004)

T*.AAGTG

* * ok kK

CNNAAS, TG

La zona 5’ con respecto al marco abierto de lectura presenta una serie (6) de
posibles sitios de pegado de factores de transcripcion con HD tipo NK-2, lo que abre la
posibilidad de que este gen se encuentre autorregulado. Este hecho es caracteristico
en este tipo de genes (Thomsen et al., 2004), cuyos productos estan involucrados en

circuitos autorregulatorios, que estabilizan y potencian su propia expresion.

A: Andlisis de la zona del gen Stalker, entre los nucledtidos 368 y 509 (Fig. 38); dir:
directo, rev: reverso. Los sitios se alinearon mediante Clustal X.

B: Alineamiento entre la secuencia consenso de Stalker deducida con sitios funcionales
encontrados en otros sistemas (las referencias se encuentran por debajo de cada
sitio): NKx-2.2, NKx-2.5 (Mus musculus), vnd/NK-2 (D. melanogaster), CnNK-2 (Hydra

vulgaris).
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Organizacion genomica de Stalker: Southern Blot

El gen Stalker se encuentra presente en copia Unica en el genoma de E. granulosus.

Fig. 43.

kbp Hi Pst

6,557._| "
4,361

2,322, ad
2 027-=

0,564

Anadlisis por Southern Blot en condiciones de alta rigurosidad del nimero de
copias de Stalker en el genoma de E. granulosus, asi como de la especificidad de la
reaccion de Hibridizacidn /n situ. La sonda empleada fue el inserto liberado por Bam HI
y Hind III. Como marcador de peso molecular se utilizd ADN de fago A digerido con
Hind 111.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

1.e.3. El homeodominio de Stalker

Fig. 44. Secuencia aminoacidica del HD de Stalker

1 10 20 30 40 50 60
* % * *k  * * * * *  kxT *  k
OSKRRVLENKFQISQLEKRFRKORYLTAQERQELAHTIGLTPTQVKIWFONHRYKMKREVH
H1 H 2 H 3
¢ L ¢

El HD de Stalker puede ser clasificado dentro de la superfamilia Antennapedia,
familia VK, clase NK-2, subclase NK-2.2.
Presenta los dos residuos mas caracteristicos de las proteinas paralogas de la

clase NK-2 (L7 e Y54).

Los * sobre la misma marcan los residuos caracteristicos de la familia NK segun
Banerjee-Basu S & Baxevani, AD (2001). La “I” marca la ubicacion del intron. El HD
comienza con un sitio de localizacién nuclear NLS parcial (QSKRR). Existe un sitio
consenso de fosforilacion por la enzima quinasa de caseina II (CKII: TAQE, pos. 28 —
30 del HD, en italicas), presente en todos las proteinas de la clase NK-2 (Kasahara &
Izumo, 1999). Los dos residuos caracteristicos adicionales de la clase NK-2 (L7 e Y54)
se destacan en negrita. Por debajo de la secuencia se senalan las tres hélices o del
HD.

Asimismo, el HD de Stalker presenta una serie de aminoacidos diferentes a
todas las secuencias NK-2 (doce, ver mas adelante, Fig. I1.a.4.2) y tres residuos no

encontrados en ningin HD (marcados por un ).
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Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Estructura 3D del HD de Stalker, modelizada mediante el servicio on-/ine SWISS-
MODEL (Guex & Peitsch, 1997; Peitsch, 1995; Schwede et al., 2003). La prediccion
estructural se basd en una primera busqueda de estructuras con un alto porcentaje de
identidad y resueltas por métodos experimentales (RX, NMR) basada en un
alineamiento BLAST con una P(N) = 0.00001 y la construccion de un modelo primario.

Fig. 45.

TARGET
lftt
lnk:=l
lvrad

TARGET
lftt
1nk2P
lvrad

&

0

lan

1 AZDELIN---

44 FLTPTOQVEIW
35 HLTPTOQVEIW
135 ELTPTOQVEIW
47 ELTPTOQVEIW

TEEFTEET L

SQSEREVLF
MPRPEREVLF
FEIERLRVLF
-FEIERRVLF

TEEETE

FONHRYEMELR
FOMHEYTEMER
FONHEYETEER
FONHEYETEER

*TEETETEETE L

MEFQISQLEE
SOAQVYELER
TEAQTYELER
TEAQTYELER

+* * &

FVHDD
QAFDEALQQ
AQNE
ANEEGTEGH

B C\ADN\SPDBV37spb\spdbvitempiAlignPrv1 tct

BFEFQEYLTA QERQELAHTT
BFEQOEYL2A FEREHLAZSMIT
DFROQEYLE2A TPEREHLAZLI
DFROQEYLE2A TPEREHLAZLI

** * EE * ** ** +*

Alineamiento primario del HD de Stalker ("TARGET"”, en la figura anterior) con
las secuencias experimentalmente con mayor identidad y cuyas estructuras estaban
resueltas. Seguidamente el modelo primario se refind gracias a estos moldes
especificos (1ftt_.pdb, H. sapiens, 1nk3P.pdb y 1vnd_.pdb, D. melanogaster).

Fig. 46.

Superposicion espacial de las cuatro estructuras
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Fig. 47.
Las estructuras de 1ftt_.pdb, 1nk3P.pdb y 1vnd_.pdb sin la del HD de Stalker

Se sefalan las tres hélices a (H1-3), los aminoacidos caracteristicos de las
proteinas NK-2 (F8, Y54) asi como el primer residuo utilizado en el modelado (Ser (5),
véase Fig. I1.a.3.3.).

La modelizacién de la estructura tridimensional del HD de Stalker muestra una
estructura clasica de tres hélices alfa, separadas por zonas cortas sin estructura
definida. En particular la estructura hélice-vuelta-hélice (H2 y 3), de reconocimiento del
ADN vy caracteristica de todos los HDs, se encuentra bien conservada.
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1.e.4. Tabla 7. Analisis Filogenético. Comparacién del homeodominio (HD) codificado
por Eghbx3| Stalker con los HDs mas similares luego de realizar un alineamiento BLAST (Altschul

et al., 1997) con secuencias de otros metazoarios depositadas en el GenBank.
1 10 20 30 40 50 60

(X66819) Eghbx3, Stalker

(E. granulosas] 100% QSKRRVLFNKFQISQLEKRFRKQRYLTAQERQELAHTIGLTPTQVKIWFQNHRYKMKRFVH

(P43698) Thyroid
nuclear factor 1 (TTF-
1) (Hbx prot Nkx-2.1) RR SQA VYE R KQ K S P EH SM H
[Canis familiaris] 68%

(AAD01958) AmphiNk2-2
[Branchiostoma

floridae] anfioxo 73% KR S A TYE R 0 s P ER L R c

(XP_306291)
ENSANGP00000013812
[Anopheles gambiae] KR S A TYE R Q S P EH SL R T

72%

(095096) Nkx-2.2 [H.

Sapiens] 73% KR S A TYE R Q S P EH SL R

(000400) Dth-2

[Girardia tigrina] 70% KR S K LB R Qkk S P EH NL G S

(P22808) (Ventral
nervous system defective
prot) vnd (NK-2) [D. KR T A TYE R Q S P EH SL R T
melanogaster] 72%

(AAS58444) NK2.2
[Strongylocentrotus

purpuratus] 70% KR S A TYE R Q S P EH SI R S L
(BAB32434) thyroid trp
fact-1 [Lethenteron RR SOA VYE R KQ K S P EH SMH

japonicum] 68%

(AAF26436) hbx prot
Scarecrow (scro)

[Drosophila RR TOA VYE R KQ S P EH SL H C

melanogaster] 68%

(Q9EQM3) NKX2.4 [Mus

musculus] 68% RR SQA VYE R KQ K S P EH SMH

(AAK69025) NKX-2.1

[Xenopus laevis] 68% RR SQA VYE R KQ K S P EH SM H

(BAB68343) Cs-TTF1
[Ciona savignyi] RR SQA VFE R KQ K S P EH QM H N
ascidia 68%

(AAC35350) Nkx2-1
[Branchiostoma RR SQA VYE R KQ.K..S P EH QL N C
floridae] 68%

(CAA08756) TTF-1

[Ciona intestinalis] RR SQA VFE R KQ K S P EH OM H N
67%
(BAA33413) TTF-1
[Halocynthia roretzi] |RR SQA VFE R KQ K S P EH OM R N
67%

(Q00401)Dth-1 (HMH-1)

[Girardia tigrina] 63% RR I SQAQIYE R KQ K S P EH NL N C

(P22711) (tinman, Msh-
2, NK-4) [D. KKR.P.. SQA VLE C LKK GA EITI QKLN SA R S GD
melanogaster] 50%

(P22809) (bagpipe, NK-
3) [D. melanogaster] KKRS.AA SHA VFE R AQ SGP SEM KSLR E R T KOQ
50%

Columna izq.: N° de acceso en GenBank; nombre del gen, especie a la que pertenece el mismo
(nombre cientifico y/o comun); porcentaje de similitud. Columna de la der.: secuencia del HD. Los
espacios en blanco corresponden a identidades. (Abreviaciones: D.: Drosophila, fact.: factor, H.: Homo,
hbx: homeobox, HD: homeodominio, prot.: proteina, trp.: transcription, X.: Xenopus).
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Fig. 49.

|Mu|tip|e Alignment Mode Font Size:
Stalker . 2 :: :**_* ::**: :':- : :*: :******:***:

HE-2_vnd Dro=o
AnphilNk2-2
Hlx2 .2 Homos
HEZ2 2_erizo
nosquito
Dth2_DUGTI
Dthl_DUGTI
HEE-2 1 _¥Henla
10 Whx2-1_anfi2
11 Hlkx-2.4 raton
1z TTF-1_pe=

13 TTF-1_perro

14 TTF-1_ciona

15 C=—TTF1_ciona
1k TTF-1_a=scidia
17 zcro Droso

18 Hozxbl esponja
19 HE-3_bap Drome
20 HE-4_ tin_Drome
21 Antp Drome

Q=i e i ISP S

ruler

Alineamiento del HD de Stalker tal como se obtiene del analisis de las 21 secuencias
elegidas por el programa ClustalX. Se utilizé el HD de Antennapedia (D. melanogaster) como
referencia.

Fig. 50.

® ¢ ®
T —
| ol R e Bl e B e ] e ]
...... T . & TYE . R Lo L8P EH -3 ) B - I IR R R O IR R R N R I I T
...... g .|h TYE RO Lo L8P EHR . RL o5 I S [ I O R IR R R O N I I 4
| Mkx2. 2 Homes KR . . . . .. 2. h.TYE .  ER. Ln. &g .P® .. ER £=a1 kol 0 5 O N IO I I IR R R R IO IO IO B
...... E.A.TYE LR AL LE LR EH t=) e R -3 -3 (5 O PR PO O O O [ [P [P ) [P I I L
...... £.A.TYE . R o8 3 P O I I Y S E X c=3 b P R -3 O (5 O PR PO O O O IO [P [P ) [P I I T
I .80k . . YTE .E. .KQ.EK..E&.F. EH . R L 3 I P IR IR IR IR DO DR R R IR [H
...... 8 K. .LE .EH. . QKEK..&.PF. EXR . RL 3 5 I (R R O O I I PO O R O I [
...... EQR.TYE..ER..KZQ K.|.|8.F|. EH g H . f I S (R R O IR (R R I R RN R R I I
...... QL. .TYE..R. Kn K.|.|8.P. EH oL # P I R R I R IR R I O DN I I 4
| Mkx-2.4 watom BB . . . . .. ZQR.VTYE . . ER. Ko .EK..2.P . . ER glel =L
...... EQAL.VWYE..ER. En K. .&.P. EH PR 0= - o IO Y P O R O I IO Y IO (PO (PO P P [ 5 P I
...... QA .VYYE..ER..K1Q K. .&.PF. E X PR 0= 2 o IO Y P O R O IR IO IO IO (PO (PO P P [ 5 P
...... EQrh . YEFE..E..KQ K. .&.PF. EH (o5 NN 5. R S (6N IR R U IR I R IR (OO [ ) () e b
...... QR .TEFE..E. Kn K.|.|8.F|. EH QH.H. . . . .. "
...... QR .TEFE..E. Kn K.|.|8.F|. EH rf . f B - I IR R R I IR R R R R I I "
W|zare Deoza BB ... ... TQRh.VYE. .E. EQ &g .P® .. ER F=21 ol 55 ORI R R IO O O I cl.
I 2HL TEE RO AV E . H EQ . ZHLH Bl.(.|-|-]-[-1-]-]- 3 S
AL . EHA.VEE..E. . .EAQ....8GF. .5 .H.KEZLE. . .E. . .|. .. ... E. . .T.
80K . VYLE . . Q. .LKEK.. .. . .EII.QKLK.EHE. . . .. . . ... E. .. 2.
.ATY¥YTERY.TLE . . .E HENR .ERER.I .I. . ALGC. . .EE.I. .. . .. E.H.W.K

Sitios informativos de parsimonia (en amarillo). La secuencia del HD de Stalker se ubica
en la fila superior. Los aminoacidos mas caracteristicos de la subfamilia de HDs NK2 se marcan
con ®, y los atipicos se marcan con .
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Fig. 51.

34— NK-2 wnd Droso

9 —— mosquito
— AmphiNk2-2
11 —— Nkx2.2 Homos
NK2.2 erizo
Stalker

27 Dth1 DUGTI

35

25

47

scro Droso
1

12 — Dth2 DUGTI
68 —— Nkx2-1 anfi2
TTF-1 pez
NKX-2.1 Xenla
54 10 — Nkx-2.4 raton
11 —— TTF-1 perro

37

TTF-1 Ciona intestinalis

40

63 Cs-TTF1 Ciona savigny
51 16 —— TTF-1 ascidia H.roretzi
NK-4 tin Drome

Hoxb1 esponja
NK-3 bap Drome
Antp Drome

Andlisis filogenético por el método de Maxima Parsimonia del HD de Stalker. Se utilizo el
HD de Antennapedia (D. melanogaster) como grupo externo. Se muestra en la figura el primer
arbol recuperado luego de 100 réplicas de bootstrap. El HD de Stalker puede ser clasificado
dentro de la subfamilia NK2.2.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Fig. 52.

99

80

—— NK-2 wynd Droso

——— mosquito

99

100

—— AmphiNk2-2

L—— Nkx2.2 Homos
NK2.2 erizo
Stalker

98

Dth1 DUGTI

97
100

scro Droso
— Dth2 DUGTI

99

L Nkx2-1 anfi2

TTF-1 pez

NKX-2.1 Xenla

100

Nkx-2.4 raton

100

TTF-1 perro

— TTF-1 Ciona intestinalis

100

88

Cs-TTF1 Ciona savigny

L—— TTF-1 ascidia H.roretzi
NK-4 tin Drome

Hoxb1 esponja

NK-3 bap Drome

Antp Drome

Analisis filogenético por el método de Maxima Parsimonia del HD de Stalker. Se utilizé el
HD de Antennapedia (D. melanogaster) como grupo externo. Se muestra en la figura el arbol
consenso recuperado luego de 100 réplicas de bootstrap. El HD de Stalker puede ser clasificado

dentro de la subfamilia NK2.2.
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Fig. 53.

Resultados

Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

32 Stalker
32 Dth1 DUGTI
AmphiNk2-2

NK2.2 erizo
74
20 Nkx2.2 Homos
SOLF NK-2 wynd Droso

62 ' mosquito
68
Nkx-2.4 raton
92 [ TTF-1 pez
NKX-2.1 Xenla
44 TTF-1 perro
TTF-1 ascidia H.roretzi
47
84 TTF-1 Ciona intestinalis

70| 70'Cs-TTF1 Ciona savigny

scro Droso

60
33 Dth2 DUGTI
70 - Nkx2-1 anfi2
NK-4 tin Drome
Hoxb1 esponja
NK-3 bap Drome
Antp Drome
p—
0.1

Analisis filogenético por el método de Unidn de Vecinos del HD de Stalker. Se utilizd el

HD de Antennapedia (D. melanogaster) como grupo externo. Se muestra el arbol mas probable,
recuperado luego de 1000 réplicas de bootstrap. De acuerdo a los dos métodos de
reconstruccion filogenética utilizados, el HD de Stalker puede ser clasificado dentro de la

subfamilia NK2.2, dentro de la familia de HDs NK2.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

1. e. 5. Analisis de zonas extra-HD en la proteina

Fig. 54.

MELTTHGSTPTNSNPPVPSKOMOVOQOS SWTQPFLFQEDNQRNQAKSFOMSNFFYQTS PPPSLAP

65
YPLORLRPYPSSMNPRDLEMVVVTNFQSQSKRRVLENKFQISQLEKRFRKORYLTAQERQELAH

129
TIGLTPTQVKIWEFQONHRYKMKRFVHDDHVEASVHKWPIKSAHLOQPKVSTLWCNRSIRSLEDSPR

SDC

193
DPPFPQPTNRTNV<S>

La secuencia aminoacidica putativa de Eghbx3/Stalker. El HD esta subrayado. La
numeracion es arbitraria. La secuencia putativa TN/eA-1 se remarca en negrita.

Tabla 8. Sitios aminoacidicos funcionales conservados

Sitios Secuencia consenso Sitios en la Secuencia
Asn-glicosilacion (N{P}[STKP}) NRSI, NRTN
fosforilacion por PK2 ([ST]x(2)[DE]) SQLE, TAQE, SLED, SDCD
fosforilacién por PKC ([STIX[RK]) SKR, SIR, SPR, TNR
Miristoilizacion (G{EDRKHPFYW}X(2)[STAGCNI{P}) GSTPTN, GLTPTQ
HPAA QMQVQQ, PPPSLAPYP, PPFPQP

Sitios conservados analizados por ProSite (GeneRunner), subrayados en la figura
anterior. Asimismo, se resaltan en negrita aquellos presentes en el HD. Las regiones
homopoliméricas (HPAA) se resaltan en italicas.

Fig. 55.
52 74
Stalker ehl SWTQPFLFQEDNQRNQA--KSFQMS
consenso_ehl HRALPFSI--DNILSLDFGRRKKVS

* % . * % . .k

Alineamiento del dominio TN/eh-1 consenso con el putativo de Stalker. La
numeracion corresponde arbitrariamente a la de Stalker. La F57 (pos. 6 del dominio),
invariable en este tipo de dominio, esta remarcada en negrita.

Fig. 56.
179
Stalker Ct VEASVH-K.-W-P
NK2 SD VAVPVLVr/kDGKP

* * * *

Alineamiento del dominio NVK2-SD consenso con el putativo de Stalker. La
numeracion corresponde arbitrariamente a la de Stalker.
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1. Secuencias con homeoboxes en el genoma de E. granulosus

Fig. 57.

conf : 11000aaa0aa000a500a=000a0aad0000000ann0aak
Pred: —
e

Pred: CCCCCEEEERECCOCCCOCCOCCCCOCCCCCoCCoooCCoCoo

Al VGNIKHFYL?LNEDTQGTE@KGITMELTTHGSTPTNSNP?

10 20 30 40
25

conf : 11000003000000000000000aa00000000a00aaant
Pred:

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCoCCcCCCCooca
Ab: VPSEOMOVOOSSWIQPFLEFOEDNOERENOQAKSEOMSNEEFYOT
1 1 1 1

50 6OTND/eh_17O 20

conf : 1100333000003 000000000000aaaa00000000a0nk
Pred:

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCooeo
AR : SPPPSLAPYPLORLRPYPSSMNPRDLEMYVVVINEQSOSER
1 1 1 1

50 100 110 120
conf : 173933100000030003092=033000030000020002xt
Pred: £ ——l —

Pred: CCCCCHHHHHHHHHHHHHCEH%CHHHHHHHHHHHCCCCCE
AnL: EVLFNEFQISQLEEKRFREQRYLTAQEROQELAHTIGLTPTO
1 1 1 1

130 140 150 160

conf : 11An===000000010000aa3333aa0000000a0000aak
Pread: :>—H }

Pred: EEEECCCHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC
any VEIWFONHRYEMERFVHDDHVEASVHEWP IKSAHLOPEVS

170 120 150 200
NK-2 SD
conf : 110300000030000000000000000000008t

Pred:

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCe
Ab: TLWCNRSIRSLEDSPRSDCDPPEFPOPTNRITINY
1 1 1

210 220 230

Legend :

D = helix Conf: ]:u al ]]E = confidence of predicticn
- +

‘:> = strand Pred: predicted secondary structure

= ooil Al: target sequence

Posibles estructuras secundarias de Stalker analizadas por PSIPRED (McGuffin
et al., 2000). Se subrayan el HD y los posibles motivos TND/eh-1 y NK-2 SD. Nétese la
ausencia de estructuras secundarias por fuera del HD de Stalker.
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2.  Expresion de Eghbx3/Stalker en diferentes etapas del desarrollo de E. granulosus (1)

“Nada en este mundo es un regalo.

Lo que ha de aprenderse

debe aprenderse arduamente.”

Carlos Castaneda, Las ensefianzas de Don Juan, 1974.

Consideraciones preliminares

En un organismo como Echinococcus granulosus, inaccesible por el
momento a estrategias tales como las de mantener su ciclo vital completo in
vitro, 0 a las de genética reversa, los estudios /in situ constituyen una ventana

privilegiada para poder observar sus estrategias bioldgicas.

La estrategia utilizada fue la de realizar hibridizaciones /n situ en material
hidatico /n toto, utilizando la ribosonda antisentido del gen. Los estadios
analizados por esta técnica incluyen a todos los posibles operables con un
margen razonable de bioseguridad: larvario (capa germinativa, yema, brote y
protoescolex) y adultos en etapas previas a la ovogénesis. Se trabajé con el
material /n toto debido a que consideramos que era la mejor estrategia para
estudiar a un gen con homeobox (por lo tanto factor transcripcional) con bajos

niveles de expresion.
Los controles realizados para estas reacciones consistieron en el empleo,

en paralelo, de ribosondas sentido de Stalker u otros genes de E. granulosus,

asi como de otras ribosondas antisentido.
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2.  Expresion de Eghbx3/Stalker en diferentes etapas del desarrollo de E. granulosus (1)

2.a. Stalker en el Protoescdlex maduro de E. granulosus

La expresion de Stalker en el PSc maduro de E. granulosus evidencia
claramente el pedunculo (stalk, en inglés) del mismo (Martinez et al., 1997).
Esta reaccion especifica nos llevd a denominar a £ghbx3 como Stalker. Existe
ademas una tenue reaccion subvesicular con la ribosonda antisentido, en la
parte basal del soma, que permanece luego de que el pedinculo es
reabsorbido. Como experimentos control, se realizaron ensayos de Southerny

Northern blots, asi como reacciones con la ribosonda sentido de £ghbx3.

Northern blot

Fig 58.

185 rRNA mp | || <t 1750 nts.

55 rRNA Hp

Analisis por Northern Blot en condiciones de alta rigurosidad del transcripto de
Stalker en el estadio PSc de E. granulosus, asi como de la especificidad de la reaccién
de Hibridizacién /n situ. La sonda empleada fue el inserto liberado por Bam HI y Hind
I11.
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2.  Expresion de Eghbx3/Stalker en diferentes etapas del desarrollo de E. granulosus (1)

Fig. 59.

Stalker en el pedunculo (P) del PSc maduro.

Otros detalles morfoldgicos: vesicula (ves), ventosas (V), corona de ganchos (G),
corpusculos calcareos (cc). (Tiempo de Reaccién, TR: 30 min., B ~ 50 um)
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2.  Expresion de Eghbx3/Stalker en diferentes etapas del desarrollo de E. granulosus (1)

Fig. 60. (arr. izq.)
En muchos ejemplares se aprecia, ademas, una sefial mas tenue sub-vesicular (sv; P:
pedunculo, rP: restos del peddnculo). (TR: 1hr 30min., B ~ 100 um)

Fig. 61. (abajo der.)

En este preparado, se aprecia claramente la marca de Stalker en los pedunculos o
restos de pedunculos (rP) de los PScs. Ademas se aprecia una marca mas tenue en la
regidon sub-vesicular en los ejemplares del centro (evaginado) y en el de abajo a la
izquierda. (TR: 30min., B ~ 150 um).
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2.  Expresion de Eghbx3/Stalker en diferentes etapas del desarrollo de E. granulosus (1)

Fig. 62.

En este racimo de PScs unidos a la CG, se aprecian los pedinculos marcados por
Stalker, en particular en algunos ejemplares aparece mas tefiida la zona adyacente al
cuerpo del PSc e incluso la zona mas basal del soma.

Existe ademas reaccion a nivel de parte de la CG asociada, en parches (Pa).

(TR: 1hr 30min., B ~ 150 um).

Fig. 63.

En esta preparacion, la sefal de Stalker en los PScs maduros y libres de CG aparece en
todas sus variedades: fuerte sefial en restos de pedunculo y sefial mucho mas tenue
en la zona sub-vesicular en el ejemplar evaginado (arr. centro) y en el invaginado
(abajo der.); sefial fuerte en la zona basal (sub-vesicular) del PSc y sefial mas tenue en
el pedunculo cortado (abajo izq.).

(TR: 1hr 30min., B ~ 150 um).

Fig. 64.
Reaccion control con la sonda sentido de Stalker.
(TR: 1hr 30min., B ~ 150 um).

Fig. 65.
Otra reccion control con la sonda sentido de Stalker.
(TR: 30min., B ~ 200 um).

Nota: Una reaccidn control adicional (PScs en distintos estadios de maduracion, unidos
a la CG) se muestra en la Fig. 106.
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2. Expresion de Eghbx3/ Stalker en diferentes etapas del desarrollo de E. granulosus (1)

2.b. Stalker en el gusano adulto

“And then their flesh and bones were strangely merged

Forever to be joined as one. [...]

"We are the one". Demi-god and nymph are now made one.

Both had given everything they had.

A lover's dream had been fulfilled at last.

Forever still beneath the lake.”

Peter Gabriel / Genesis: The Fountain of Salmacis, Nursery Crime (1971).

El estudio de la expresion de Stalker en muestras de gusanos adultos ingravidos
(estadios E3-6, Smyth & McManus, 1989, p.252) de E. granulosus evidencia la
presencia de su ARN mensajero en dos zonas: por un lado en el extremo apical de la
tenia, el escolex, entre las ventosas; y por el otro en la estrébila, en la genitalia de las
proglétides en maduracion, en testiculos y ovarios. En las proglétides mas inmaduras la
sefial se da sobre todo en los testiculos y solo en las progldtides mas maduras aparece
también en los ovarios, lo cual puede reflejar el caracter de hermafroditismo
protandrico de este Cestodo.

En estas Ultimas no existe sefial a nivel de tegumento ni en la capa muscular
subtegumentaria. Tampoco hay sefial de Stalker en vagina, vas deferens, cirro, saco
del cirro, gonoporo o en las glandulas viteldgenas. Los controles consistieron en la
utilizacion de la sonda sentido de EgCyc (ciclofilina, con la que no se obtuvo ninguna

sefial) y en la sonda antisentido de Eg7RX (tiorredoxina, de expresion ubicua). El

estadio final de maduracién de la tenia (E7) no fue analizado.
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2. Expresion de Eghbx3/ Stalker en diferentes etapas del desarrollo de E. granulosus (1)

Fig. 66. (arr. izq.)

Expresion de Stalker en una tenia estadio E3 (B ~ 250 um).

(V.: ventosa, R: rostelo, C.: cuello, P.: proglétide, gen.: genitalia femenina y
masculina, B: barra de calibracién).

Fig. 67. (arr. der.)
Detalle de la foto anterior mostrando el gonoporo (GP), el saco del cirro (SC) y los
cordones nerviosos (CN). (B ~ 400 um).

Fig. 68. (abajo izq.)
Stalker en una tenia de dos proglétides (E3): P;, inmadura y P,, madura. (B ~ 250
um).

Fig 69. (abajo der.)
Stalker en una tenia de tres proglétides (P, P, y P3, E6) (B ~ 250 pm).
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2. Expresion de Eghbx3/ Stalker en diferentes etapas del desarrollo de E. granulosus (1)

Fig. 70.

Detalle de la expresién de Stalker en la Ultima proglétide de una tenia de tres
segmentos (E5).

A: Stalkeren el escélex (B ~ 200 um) (R: rostelo, V: ventosa)

B: Detalle del sector anterior de la ultima proglétide (B ~ 100 um)

C: sector anterior de la ultima proglétide (B ~ 150 um)

D: sector medio de la Ultima proglétide (B ~ 250 um) (T: testis, U: Utero, SC: saco del
cirro, flecha, GP: gonoporo)

E: Sector terminal del gusano (B ~ 250 um) (T: testis, CN: Corddn nervioso, Op:
opérculo)
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2. Expresion de Eghbx3/ Stalker en diferentes etapas del desarrollo de E. granulosus (1)

Fig. 71.

Detalle de la expresion de Stalker en la Ultima proglétide de otra tenia en estadio 6.
A: sector medio de la proglétide (B ~ 200 um)

B: Detalle de la zona del gonoporo (B ~ 100 um)

C: detalle de la zona terminal (B ~ 200 pum)

D: vista panoramica del Ultimo segmento de la tenia (B ~ 400 um) (AG: Atrio Genital)

E: detalle del escolex de la tenia (B ~ 250 um)
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2. Expresion de Eghbx3/ Stalker en diferentes etapas del desarrollo de E. granulosus (1)

Fig 72. (izq.)
Control con la sonda sentido de EgCyc (ciclofilina) en una tenia E4 (B ~ 250 um).
No se observa reaccion.

Fig 73. (der.)
Reaccion control con la sonda antisentido de Eg7rx (tiorredoxina) en una tenia E6 (B ~
250 pm).

Notese la expresion ubicua de EgTrx.
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Consideraciones preliminares

Este Subcapitulo describe aspectos morfoldgicos durante el desarrollo
temprano del protoescélex (PSc) de Echinococcus granulosus. Si bien
cronoldgicamente éste resultd el Ultimo aspecto estudiado, los resultados
obtenidos durante estos estudios nos posibilitaron caracterizar mejor el patron

de expresion de Stalker (Eghbx3, ver Subcapitulos 2 y 4).
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3. Estudios Morfologicos
El estudio morfoldgico surgid de iniciativas tendientes a caracterizar los

procesos proliferativos y la organizacion celular durante el desarrollo del protoescolex
de E. granulosus, y como consecuencia del hallazgo del peculiar patrén de expresion
de Stalker en el PSc y la capa germinativa asociada al mismo.

Estudios previos (ver por Ej. Galindo et al, 2003) realizados mediante la
incorporacién de [*H]-T mostraron una importante actividad proliferativa en los
estadios mas tempranos de la morfogénesis del PSc, y una baja actividad en el PSc
maduro.

Se eligié la metodologia de tincion del ADN de material hidatico /in toto con
Ioduro de Propidio (IP) y el examen del resultado de la reaccidon por microscopia
confocal laser. Los resultados obtenidos al observar PScs maduros y sus formas
juveniles mostraron estructuras tales como diversos septos y el foramen, no descritos
en detalle anteriormente.

Paralelamente, las muestras tefiidas con IP fueron observadas en detalle en un
microscopio de epifluorescencia, donde se nos revelaron otras estructuras tipicas del
PSc en desarrollo.

Este analisis morfoldgico se subdivide en varias Secciones, utilizando como
criterio para su ordenamiento, la cronologia de los eventos que llevan a la formacién
del PSc a partir de los agrupamientos celulares (yemas) en la capa germinativa del
quiste y en la de las vesiculas proligeras. Asi, presentamos (3.a) la morfologia de la
yema, (3.b) la del brote temprano, (3.c.1) la del brote elongado temprano y (3.c.2) la
del tardio.

Como Ultima Seccién de este subcapitulo (3.d), se presenta el conteo nuclear
de tres muestras de PScs tefiidas con IP. Las dos primeras, (3.d.1-2) en brotes
elongados tempranos, y la tercera (3.d.3), en un PSc maduro invaginado. El
procedimiento, descrito en el Capitulo Materiales y Métodos (ver ademas Martinez et
al, 2004), consisti6 en generar conjuntos de datos (data sets) compuestos por
apilamientos (stacks) de imagenes (rebanadas o slices) separadas entre si por 0.9 um.

El estudio incluyd a dos PScs maduros invaginados adicionales.
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3.a. Morfologia de la yema

En este Subcapitulo se describen algunos aspectos morfoldgicos de las primeras
etapas del desarrollo del PSc: la formaciéon de agrupamientos celulares con aspecto de
anillos o yemas (dependiendo del angulo de observacién) en la capa germinativa del

quiste o en vesiculas proligeras.

Estas estructuras seran de particular relevancia en este trabajo ya que
constituyen zonas de expresion del gen con homeobox Stalker (Eghbx3), lo que serd

presentado en detalle en la Seccién 4.a.

Por otro lado, y tal como se aprecia en las Figs. 74 y 75, estas yemas de
proliferacion celular (ver Galindo et al., 2002) son visibles en el exterior de la vesicula
proligera, mientras que la maduraciéon del PSc ocurre en el interior de la misma, tal
como se observa en las mismas imagenes, que permiten apreciar, ademas, la

asincronia en la aparicién y maduracién de los PScs.

Por ultimo, en la Fig. 76, se puede apreciar una yema observada desde un
plano superior, la que aparece formada por un brote central (Fig. 76 A, B) rodeado de
un aniflo o aro lateral (Fig. 76 C, D). Estas imagenes muestran que esta estructura es

hueca, presentando un claro foramen central.
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Fig. 74. (arriba)

La etapa inicial durante el desarrollo del PSc es un conspicuo agrupamiento de
células en zonas especificas -y con aspecto de parches- de la capa germinativa (CG), y
a la que denominamos yema (y).

La yema presenta aqui un aspecto esferoide con un didmetro aproximado de
100 um. La distribucidon nuclear en la misma es aparentemente homogénea, y se
destaca sobre la CG, escasa en nucleos. En una vesicula proligera (VP), nuestras
observaciones sugieren que este agrupamiento se produce en el exterior de la CG, lo
que plantea un interesante problema de polaridad de la CG. Se aprecian asimismo dos
PScs dentro de la membrana de la VP. La imagen proviene de la combinacion de una
imagen de epifluorescencia (tincion nuclear con Ioduro de Propidio, IP, imagen
reversa) y una imagen de microscopia de contraste de fase. (B ~ 100 um).

Fig. 75. (abajo)

Izq.: Vista lateral de una yema, con aspecto de casquete y con dimensiones
aproximadas de 200 pum (didametro) x 35 um (altura maxima), en el exterior de una
vesicula proligera, sobre la CG que presenta aqui un espesor aproximado de 5 um.

En el interior de la VP se aprecian mas de diez PScs maduros, reconocibles por
sus estructuras caracteristicas (ganchos, G; ventosas, V), ilustrando la asincronia en la
aparicién de PScs. Imagen de microscopia de contraste diferencial (DIC).

Der. arriba: Tincion con IP, imagen reversa.

Der. abajo: Imagen superpuesta de las dos anteriores, la imagen de tinciéon con

IP fue procesada para visualizar los nucleos tenidos tal como se apreciaron en el
microscopio de fluorescencia (Barra de calibraciéon, B ~ 100 um).
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Fig. 76.

A: Imagen DIC de una yema de la capa germinativa presentando un brote central, y
observada perpendicularmente desde un plano superior a la CG. La zona asociada al
brote se extiende radialmente, y es rodeada por un anillo rico en nucleos (An) que
llega a tener unos 200-300 um de diametro. El didmetro del brote en si, de aspecto
semi esferoide, es de 150-200 um.

B: Tincién nuclear (IP, imagen reversa) de la misma muestra y en el mismo plano.

C: Imagen DIC de la misma yema en un plano mas inferior.

En este plano, se visualiza un foramen (f), con un diametro de 80-130 um. El espesor
de la pared del brote es de unas 40 um.

D: Tincidn nuclear (IP, imagen reversa) observada en el mismo plano que en C. (B ~
50 um)

En su conjunto, toda la estructura presenta una geometria circular, con simetria

radiada. Sus dimensiones no son despreciables, tomando en cuenta el tamafio del PSc
maduro (tipicamente 100-200 x 200-250 um).
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3.b. Morfologia del brote temprano

La yema evoluciona luego hacia el brote temprano, de aspecto primero
semiesférico y luego mas elongado en el sentido del eje baso-apical. El brote temprano
es hueco, con un foramen mas importante

En las siguientes imagenes, se muestra como el brote temprano comienza a
constituir un territorio celular separado por un septo (definido en este trabajo como
una zona morfoldgicamente aparente y que separa dos dominios o territorios celulares
contiguos). Este septo aparece en la zona donde luego se desarrollara el peddnculo, y
delimita dos territorios tempranos: el de las células que se agrupan en el cuerpo del
PSc (sobre todo en su extremo apical) y el de las que quedan en la CG. de la capa
germinativa que lo origina.

Fig. 77.

A

Brote (Br) temprano emergiendo de la capa germinativa (CG). Las células del brote
esferoide, el cual presenta un didmetro aparente de unas 100 um, comienzan a
separarse de la CG. Un septo (Sp) comienza a evidenciarse, separando el brote de la
CG, en la zona donde aparecera luego el pedinculo. Muestra: material hidatico fértil /in
toto.

A: Imagen DIC; B: Nucleos tenidos con ioduro de propidio (IP), imagen reversa.
C:Superposicion de Ay B.

(B ~ 50 um)
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Fig. 78.

Brote elongado temprano, abandonando la forma esferoide para presentar una forma
algo elongada en el eje baso-apical (200 x 150 um), con restos de CG en su extremo
basal y rodeado de PSc maduros invaginados v libres de CG. El septo del brote es mas
visible, el pedinculo comienza a formarse. La distribucion nuclear no es uniforme,
concentrandose en la zona meso-apical.

A: Imagen DIC

B: Nucleos tefiidos con IP, imagen reprocesada para apreciar el color original de la
tincion

C: Superposicién de Ay B

D: Detalle del brote. Imagen reversa de la tincion nuclear. El septo se aprecia
claramente, asi como el foramen (/)

(G: ganchos, V: ventosas, CC: corpusculos calcareos, P: pedinculo, B ~ 100 um).
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3.c.1. Morfologia del brote elongado

El brote elongado se caracteriza por poseer un eje baso-apical (B-Ap)
muy evidente y por no presentar aun ninguna de las estructuras caracteristicas
del PSc maduro (ventosas, rostelo, ganchos, corpusculos calcareos). El
pedinculo en formacién, estructura hueca y escasa en células y que liga al
brote elongado a la CG, es aqui evidente y tiene aproximadamente la mitad de
la longitud total del brote elongado.

El foramen toma en esta etapa la forma de una “copa”, cuyo “tallo”
atraviesa el pedunculo hasta llegar a la CG y cuyo “caliz” rodea a una zona
central del PSc, de alta densidad celular, y es a su vez rodeado por otra zona
muy densa en células, la zona prospectiva de las ventosas. El plano que cierra
el extremo apical del foramen, o sea el “borde” de la copa, forma un septo que
separa la zona central mencionada anteriormente (que pensamos constituye el

primordio de la almohadilla rostelar y los ganchos) de la zona mas apical, que

esta practicamente desprovisto de células.

La distribucidon nuclear es aqui heterogénea (Figs. 79 A, B, C, D, F, G),

concentrandose en las zonas meso-laterales y meso-apicales.
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Brotes elongados unidos a la Capa Germinativa (CG). Los brotes tienen un tamafo de
120-160 (eje B-Ap) x 50-75 um (diametro maximo en la zona prospectiva de las ventosas, V).
El foramen (f, presentando unas dimensiones de 100 um en el eje B-Ap x 50-60 um en la zona
de la copa y 20 um en la zona del tallo) es bien evidente, asi como el pedunculo (P) en
formacién (de unas 20 um de didmetro).

Los nucleos se concentran en dos zonas: una lateral, donde apareceran las ventosas (V,
de forma elipsoide de 25-35 x 10-15 um) y una central, donde presumiblemente se formaran
los ganchos (G). La zona mas apical (Ap) aparece casi desprovista de nucleos, asi como la zona
del pedinculo y el foramen.

A, C. G: Tincién nuclear con IP. Imagen reversa. (B ~ 25um)

B, D, F: Superposicion de una tincion nuclear con IP (imagen reversa) y microscopia DIC. F es
la superposicion de Ey G (B ~ 25 um).

E: Imagen DIC. (B ~ 25 um).
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Fig. 80.

Acumulo de un brote elongado y tres PScs maduros invaginados, caracterizados
por la presencia de estructuras completamente diferenciadas (Ventosas, V; Ganchos, G
y Corpusculos Calcareos, cc), unidos a la CG.

El brote elongado presenta una longitud total de 280 um, con un didmetro
maximo de unas 150 um en la zona las ventosas (V) y un peddnculo (P) en formacion
de 35 um de ancho.

Notese la forma de copa que adopta el conspicuo foramen (f) central, de unas
150 um de largo (eje B-Ap) x 100 um en el borde de la copa que rodea a la zona
prospectiva de los ganchos (G). La base del caliz tiene aproximadamente 40 um y el
tallo unas 10-15 um.

Superposicion de imagen DIC y tincién nuclear con IP reprocesada para
apreciar los colores originales de la tincion. (B ~ 50 um).
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3.c.2. Morfologia del brote elongado tardio

El brote elongado tardio se caracteriza por la aparicién incipiente de
estructuras morfoldgicas caracteristicas del PSc: ganchos (G) y ventosas (V).
Ademas es notoria la presencia de septos (Sp) que separan fisicamente los
territorios donde apareceran las diferentes estructuras. La distribucion nuclear
es heterogénea, concentrandose en la zona prospectiva de las ventosas. No se
aprecian todavia corpuUsculos calcareos.

Fig 81.

A, B: Dos planos de tinciones nucleares con IP. La zona de formacién de las ventosas
(V) mantiene una forma elipsoide de unas 100 x 65 um.

C: Superposicidn de diferentes planos de reacciones con IP (imagenes inversas) y DIC.
D: Superposicion de diferentes planos de reacciones con IP (imagenes reprocesadas
para recuperar el color original de la tincién) y DIC. A, B, C y D corresponden a una
misma muestra con ganchos incipientes (B ~ 100 um).

E: Superposicion de reaccidon IP y microscopia DIC en otra muestra. (B ~ 20 um).

F: Tincion nuclear con IP de otra muestra diferente con ganchos (G) ya formados,
imagen inversa. La zona prospectiva de las ventosas (V) es una elipsoide de 140 x 70
um (B ~ 50 pum).
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3.d. Diferenciacion y Proliferacion: Conteo de Niicleos en brotes tempranos,

brotes elongados y PScs maduros

Para determinar el nimero de nlcleos presentes en muestras de brotes
elongados y PScs maduros, se tifieron los mismos con IP en muestras (material
hidatico fértil proveniente de infecciones naturales) fijadas con PAF y se realizaron
observaciones en un microscopio confocal, lo cual produjo un conjunto de datos
compuesto por apilamientos de imagenes que fueron analizadas sistematicamente
(luego de ser invertidas a sus negativos) por diferentes programas informaticos (ver
Materiales y Métodos). En este Subcapitulo se muestra un ejemplo del conteo nuclear
de dos brotes elongados tempranos (3.d.1-2.) y un PSc maduro invaginado (3.d.3.). En
este Ultimo eliminamos manualmente de la imagen a la zona de los ganchos, pues
distorsionaba el conteo. La sefal obtenida en todas las muestras analizadas es muy
clara en las primeras imagenes, y se va haciendo mas difusa a medida que avanzamos
en el eje z, hacia “abajo”, en la direccion de la iluminacion laser. Esto se debe a la
opacidad de la muestra, que apaga la sefial laser a medida que penetra en el soma del
protoescolex. Los conteos se realizaron varias veces en forma independiente.
Adicionalmente, estimamos el nimero de nlcleos en brotes tempranos unidos a la
capa germinativa a partir de imagenes de cortes seriados de 5 um, asumiendo una

geometria esferoide del brote (Martinez et al., 2004).

Al final de esta Seccion, se presenta una tabla resumiendo los resultados

obtenidos (Tabla 9).

121



Resultados
3 Desarrollo temprano de la forma larvaria de E. granulosus.

El hecho saliente es que no existe una diferencia significativa entre el nimero
de nlcleos presentes en el brote temprano, las formas juveniles (brotes tempranos) o

el Psc maduro, cuya significacion se discutira en el proximo Capitulo.

Por ultimo, se presenta una tincién control (Fig. 89), en la que se tifieron los
nlcleos presentes en cortes histoldgicos semifinos (5 um de espesor) con IP, a partir
de material hidatico incluido en parafina, se observaron los preparados en un
microscopio de epifluorescencia y se contaron los nlcleos presentes en el mismo,
utilizando el mismo procedimiento descrito anteriormente. Como se aprecia en dicha
figura, no parece existir diferencia apreciable entre el patrén de tincién nuclear, el
numero de nucleos presentes en esta imagen, y los datos presentados en las secciones

3.d.1-3.
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3.d.1. Conteo de Nicleos en brotes elongados

En las siguientes tres secciones (3.d.1-3) se presentan series de fotografias que
corresponden a los planos generados por el microscopio confocal laser, a medida que
se avanza en el eje “z”, en direccion arriba-abajo.

Las imagenes mostradas en estas tres secciones son las utilizadas para el
calculo del nimero de nucleos presentes en las distintas muestras.

En cada figura perteneciente a los conteos nucleares, se aclara (arriba) a qué
rebanda (s/ice) corresponde, con respecto a las totales del apilamiento (stack). Debajo
de la misma se destaca el nimero de nucleos calculado para dicha imagen. Al final de

cada conteo se adjunta el calculo del total de nucleos presentes.

Subcapitulos 3.d.1-2.

Conteo de Nicleos en formas juveniles del PSc (brotes elongados)

Al recorrer la serie de imagenes correspondientes a dos ejemplares juveniles
(GUAL.PIC, 3.d.1. y GUA2.PIC, 3.d.2.), no se observan ninguna de las estructuras
caracteristicas del PSc maduro (rostelo, ventosas, ganchos), pero si una estructura

caracteristica de las formas juveniles: el foramen (Figs. 85<9-19>; 86<4-19>).

En las dos primeras figuras de esta seccion (Figs. 82-83) se muestra un ejemplo

de como se observaron (por microscopia DIC y de epifluorescencia) las muestras

analizadas en el microscopio confocal laser.
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Fig. 82. (arriba)
Microfotografia por contraste de fase de la muestra analizada. (Barra de calibracién, B
~ 100 pm). Muestra: GUA1.PIC (muestra de brote elongado N° 1).

Fig. 83. (abajo)
Superposicion del contraste de fase con la tincién nuclear con Ioduro de Propidio. (B ~
100 pum). Muestra: GUA1.PIC (muestra de brote elongado N° 1).
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Fig. 84 (1-24). Conteo Nuclear. (# = Numero de Nucleos)
Muestra: GUAL.PIC (muestra de brote elongado N° 1).
Numero estimado= 1633 =+ 40.
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Fig 85 (1-24)

Muestra: GUA2.PIC (muestra de brote elongado N° 2).

NUmero estimado = 1693+ 46.
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11. 62/109

12. 66/109

13. 69/109

Resultados

14. 73/109
*é!m""i‘:’i}h et 2 gt.ﬂéi‘ ow i-’u;ﬂ“:.;-;h trl.-;.-:'glﬂtt.‘l
T n - N I LT . 2 g
A SR, Qe AN
g A S 2 o2 S gl ST AL
%‘!\l ‘-,:‘_"!I.-' zk ‘.E:Lti;:ﬁ :"::-r‘. -\-‘ a’ﬁl ?;ﬁ.‘_ ;!i:sr":\-qlh I:h._&_“.. -
; ':i“ﬁ; ?\': ﬂ‘;:‘ %9‘-’:' ™ .} -‘- - :\"‘1 ‘E : N - ?-11. :.‘1 'a.“ '&“
""-%;5- ﬁ : Ak b2 P o P ,{a}?
S 0 SN . e | &R
s AT el 7 I - ok h
e A, D wn ke Thes ¥
"'"'l.‘,ﬁ' _,' u‘ .r”.iﬁ . .‘-"E'?- ':- . d"_i :E)‘. ) i : =
s o
. ' R S :_ LaRY "
# 203 # 195 # 200
15.76/109

A@E?;&%

.

.F
Ii T * LA J.'{L

T
<L e T
o fTILEN N,
SN BTN
A e . 2 T
e T 't::"":
il : ks
LS 4 P
- . -
hy it
aom! -
*._i [
Hr
=
& -'.
¢

# 155

23.104/109

# 215
20. 94/109

=1

":'L".I“ iy -
e
Vil ey
L T

A

. r_""\ =4
T A MR

VG
ity 4

|33

#7

17.83/109

# 40

24. 108/109

# 210

k]
. i
= .-"“ﬁ‘.f."i._?;.:‘
SR
,-.vﬂl wfn*:?k-h;
e LRt
o b 3 e
£
PN 5 ‘-HT"“
f.-'f - -"':""ii
- ek
M w L
oy .
:-,l-:'.i'r ' -
=k ¥
i, I .
R . T
Yo T

# 180

# 35

#2

130



Resultados
3 Desarrollo temprano de la forma larvaria de E. granulosus.

3.d.3. Conteo de Nucleos en PScs maduros

El PSc maduro difiere de las formas juveniles en que presenta estructuras
caracteristicas del mismo: rostelo, ventosas, corpusculos calcareos (CCs). En la serie
de fotografias de un PSc invaginado que se presentan en esta subseccion (una
muestra de cinco totales analizadas por este método, muestra PSC7.PIC), las ventosas
(V) son muy aparentes, delineadas por los nucleos de las células presuntamente
musculares (Figs. 88<12-14>). Los CCs se aprecian como “huecos” en la zona
parenquimatosa (ver por Ej. Fig. 88<18>.). Los ganchos fueron removidos
manualmente de muchas tomas (</-23>), ya que distorsionaban el conteo nuclear.
Estos se aprecian claramente en la Fig. que abre este subcapitulo (Fig. 87). Otra
caracteristica del PSc maduro es la presencia del pedunculo (P, Figs. 87 y 88<9-12>),

el que parece constar en este caso de trece células.
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Fig. 86.

Proyeccion maxima en el eje Z de los nucleos de la muestra analizada (microscopia
confocal, imagen en negativo), superpuesta a una imagen de microscropia de
contraste de fases tradicional. (G: ganchos, V: ventosas, CC: corpusculos calcareos, P:
pedunculo; B ~ 50 um). Muestra: PS7.PIC (muestra N° 5).
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Figs 87 (1-28)
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Desarrollo temprano de la forma larvaria de E. granulosus.

Resultados

Tabla 9. Estimacién del nimero de nlcleos presentes en tres estadios (brote
temprano, brote elongado y PSc maduro) del desarrollo del protoescélex de E.

granulosus.

Muestra N° de ntcleos
PSc Maduro 1 1940
PSc Maduro 2 1703
PSc Maduro 3 1656
PSc Maduro 4 1617
PSc Maduro 5 1750

Promedio +
SD. 1733 £ 126
Brote ezongado 1633
Brote elzongado 1693
Promedio +
S.D. 1663 + 42
Brote temprano ~ 1550

Resumen del conteo nuclear en tres estadios en el desarrollo del protoescolex

de E. granulosus. Dentro de los margenes de error, las diferencias del nimero de
nlcleos en los tres estadios analizados no son significativos.
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3 Desarrollo temprano de la forma larvaria de E. granulosus.

Fig. 88.

Control del conteo nuclear. Un corte semifino (5 um) se tifnd con IP y se
observé en un microscopio de epifluorescencia. (B ~ 100 um).
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4. Expresion de Eghbx3/ Stalker en diferentes etapas del desarrollo de E. granulosus (11)

[...] ... un acechador no se coloca nunca al frente.
Esta siempre observando detras de la escena.
[...] ... los acechadores aprenden a tener una inagotable capacidad de improvisacién.”
Carlos Castaneda, EIl Don del Aguila, p. 284 (1982).

Expresion de Stalker en los estadios mas tempranos del desarrollo de

E. granulosus

En esta Ultima Seccion se presentan resultados de la expresidon del gen
con homeobox Stalker en los estadios mas tempranos del desarrollo de E.

granulosus.

Los Resultados obtenidos muestran que el gen Stalker esta involucrado
en los eventos tempranos que llevan a la diferenciacion del Protescolex (PSc) a
partir de la Capa Germinativa. En esta parte del trabajo se presentan figuras,
ordenadas segun la cronologia de eventos de diferenciacion tal como se
presentan en el Subcapitulo 3 relativo a estudios morfoldgicos. Estas muestran
la expresion de Stalker en el primer evento de proliferacion y diferenciacion de

la capa germinativa (CG): la formacién de la yema.
Por ultimo, y a modo de integracién de los resultados morfoldgicos

(Subcapitulo 3) y de expresion de Stalker en los distintos estadios de desarrollo

de E. granulosus (2, 4), se presenta la Tabla 10.
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4. Expresion de Eghbx3/ Stalker en diferentes etapas del desarrollo de E. granulosus (11)

4.a. Stalkeren la yema

La expresion de Stalker durante el desarrollo del PSc comienza en la etapa mas
temprana del mismo, en la capa germinativa (CG). La sefial, débil en el conjunto de la
CG, pero concentrada en algunas zonas pequefias con formas de parches, sefalaria

zonas de proliferacion temprana, que constituirian los primordios del PSc.

Fig. 89.

Expresién de Stalker (analizada por hibridizacion /in situ con la sonda antisentido
marcada con DIG 11-dUTP /n toto sobre material hidatico fértil proveniente de
infecciones naturales) en el pedinculo de los PSc y CG asociada.

Notese la fuerte senal en la yema (y) con forma de anillo. P: Peddnculo. (Tiempo de
reaccion, TR: 1hr. 30 min., B ~ 100 um).

Fig. 90.
Expresion de Stalker en el pedinculo (P) de los PSc y CG asociada.
Notese la fuerte sefial en la yema (Y) con forma de anillo. (TR: 1hr. 30 min., B ~ 100

um).

Fig. 91.
Expresion de Stalker en el pedinculo de los PSc y CG asociada.
Notese la fuerte sefial en la yema (Y) con forma de anillo. (TR: 30 min., B ~ 50 um).

Fig. 92.
Expresion de Stalker en el pedinculo de los PSc y CG asociada.
Notese la fuerte sefal en la yema (Y) con forma de anillo. (TR: 1 hr. 30 min., B ~ 100

um).

Fig. 93.

A. Expresion de Stalker en el pedunculo de los PSc y CG asociada.
Notese la fuerte sefial en la yema (Y) con forma de anillo.

B. Detalle de la reaccion anterior (TR: 30 min., B ~ 50 um).
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4 Expresion de Eghbx3/ Stalker en diferentes etapas del desarrollo de £. granulosus (I1)

4.b. Relacion entre Stalkery la proliferacion en las yemas

En esta seccidn se presentan tinciones nucleares con Ioduro de Propidio
sobre material hidatico previamente hibridizado con la ribosonda Stalker
antisentido y revelado con fosfatasa alcalina. Las zonas de alta concentracion
nuclear (proliferativas) aparecen rodeadas por zonas de expresion de Stalker.
En los controles, realizados con la ribosonda sentido, se aprecian las zonas

proliferativas pero sin reaccion de la fosfatasa alcalina.

Fig. 94.

A. Tincidn de nucleos con Ioduro de Propidio en un racimo de PSc unidos a la CG
Se aprecia una yema en proliferacion (y) con un brote interno (b). (B ~ 100 um)
B: Detalle de la reaccién anterior

C: Reaccidén de Stalker (1 hr. 30 min.) en la misma yemay brote

D: Combinacion de las imagenes anteriores. (B ~ 100 um)
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Fig. 95. (arriba)

A: Tincién de nucleos con Ioduro de Propidio en un racimo de PSc unidos a la CG. Se
aprecia una yema en proliferacion (Y)

B: Combinacién de las imagenes anteriores

C: Reaccion de Stalker (5 hr.) en la misma yema
(B ~ 100 um)

Fig. 96. Controles (abajo)

A: Tincion nuclear con IP

B: Combinacidn de las dos imagenes anteriores
C: Reaccidn con la sonda Stalker sentido

(TR: 1hr 30 min., B ~ 100 pum).
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4 Expresion de Eghbx3/ Stalker en diferentes etapas del desarrollo de E£. granulosus (I1)

4.c. Stalker en el brote

La expresion de Stalker continla en las etapas posteriores del desarrollo del
PSc. En los brotes tempranos y en los elongados, Stalker se expresa de una manera
casi ubicua, encontrandose la sefal mas intensa en la zona meso-apical del cuerpo del
mismo, en particular, y en una etapa bien definida (el PSc inmaduro, pautado por la
aparicion de los ganchos y los primordios de las ventosas) en la zona prospectiva de
las ventosas.

En los brotes tempranos, menos diferenciados, existe expresion en la zona mas
apical, pero luego esta sefial desaparece gradualmente.

El primordio peduncular no presenta reaccion, pero si queda un resto de sefal

en la CG contigua.
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Fig. 97. (arriba izq.)

Brote temprano (izg.) acompainado de un anillo o yema de proliferacion (der.).
Reaccidn de Hibridizacidn in situ e in toto con la sonda antisentido de Stalker. (TR: 5
hrs. Barra de calibracién, B ~ 100 um)

Fig. 98. (arriba der.)
Brote elongado temprano (TR: 5 hrs., B ~ 100 um).

Fig. 99. (abajo izq.)
Brote elongado temprano (arriba) en un racimo de PScs maduros unidos a la CG. (TR:
30 min., B ~ 100 um).

Fig. 100. (abajo der.)
Brote elongado (B el., der.) unido a la CG junto a un PSc inmaduro con ganchos
formados y ventosas en formacion (PSc in., izg.). (TR: 1hr. 30 min., B ~ 100 um).

Notese la concentracion de la sefial de Stalker en la zona meso-apical del brote
y en la CG asociada al mismo.
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Fig. 101. (arr. izq.)
Brote elongado (arriba der.) unido a la CG junto a otro PSc en desarrollo con
primordios de ganchos en formacion (izq.). (TR: 1hr. 30 min., B ~ 100 um).

Fig. 102. (arr. der.)
Brote elongado (der.) acompanado de un PSc inmaduro (arriba centro) con ganchos
casi formados. (TR: 1hr. 30 min., B ~ 100 pum).

Fig. 103. (centro)

Der.: PSc inmaduro con ganchos en formacion casi completa y primordios de ventosas
(der.) unido a la CG junto a un brote elongado con primordios de ganchos y ventosas.
(TR: 5 hr., B ~ 100 um).

Izqg.: Detalle del preparado anterior.
Notese la presencia de Stalker en la zona del primordio de las ventosas, pero no en la
zona apical ni en el pedunculo cercano al cuerpo del PSc. (B ~ 100 um).

Fig. 104. (abajo izq.)
PSc inmaduro con primordios de ganchos unido a la CG junto a una serie de PScs
maduros. (TR: 1hr. 30 min., B ~ 100 um).

Fig. 105. (abajo der.)

Reaccidn control con la sonda sentido de Stalker.

Se aprecia un racimo unido a la CG con varios estadios de desarrollo del PSc (yema,
centro; brote, der. abajo; PSc inmaduro, arriba izq. y tres PScs maduros). (TR: 1hr. 30
min., B ~ 100 um).
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Tabla 10.

Integracion de la expresion de Stalker (St) en los distintos estadios de
desarrollo de Echinococcus granulosus (filas) con las distintas estructuras morfoldgicas
presentes en cada etapa (columnas). La presencia/ausencia de las estructuras especificas
durante las diferentes etapas de desarrollo se destacan con +/-. Ultima columna: el o los
ejes de simetria presentes en cada estadio. La intensidad de la expresion de Stalker se
sefiala con los distintos tamafios del simbolo “St”".

A: Stalker en la morfogénesis del Protoescodlex (PSc)

Las etapas en la morfogénesis del Psc se ordenan en la primera columna de la izquierda
siguiendo el criterio utilizado por el autor en este trabajo. SV: espacio subvesicular, CC: corpulsculos
calcareos.

Etapa :: Estructura Morfologica \ Expresion de Stalker (S1)
, Rostelo Rostelo Ventosas Ventosas Eje(s) de
soma foramen Pedunculo CC Primordial Maduro Primordiales Maduras simetria
St _ _ _ _ _ _ :
yema +\ + Radial
Brote St . . - - - i
temprano +\ + (+) Radial
Brote St ) ) St ) Radial — baso-
elongado +\ + + + +\ apical
PSc
inmaduro | 4+ (+) St St Tetrarradiado —
Brot ‘ + - - + + - o
el(o;gazo (vesicula) \ \ baso-apical
tardio)
St .
PSc +\ (+) St + ) + ) + Tetrarradiado —
maduro |Qy  (vesicula) +\ baso-apical

150



Resultados

Expresion de Eghbx3/ Stalker en diferentes etapas del desarrollo de £. granulosus (11)

B: Stalker en la maduracion de la tenia echinococcus

Fueron estudiados los estadios E3 a E6. Las etapas en la maduracion del
estadio adulto son clasificadas segin Smyth & McManus, 1989: E1: Segmentacion; E2:
Segunda proglétide; E3: Gametogonia temprana (festis); E4: Formacién del poro genital,
E5: Gametogonia tardia (testiculos y ovarios maduros); E6: Dilatacion del Utero; E7:
Formacidén de las oncdsferas.

Etapa

::: Estructura Morfoldgica \ Expresion de Stalker

(st)

Estadio Numero de

Genitalia Cigotos

Corpusculos

Progldtides Calcareos

El 1 (+)
E2 2

E3 2 +\*

E4 3 +\*

ES 3 +\5

E6 3 +\St

E7 3
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Discusion

La diversidad en las formas larvarias de los Cestodos es considerable, y
su clasificacion problematica (Wardle & McLeod, 1952; Smyth & McManus, 1989;
Chervy, 2002). Los Cestodos ocupan una posicion filogenética de singular interés, en
particular es clave para ayudar a resolver una cuestion mayor de la Biologia moderna y
planteada en la Introduccidn de este trabajo: la identidad del ancestro comun de todos
los bilaterios, el Urbilateria. Los Cestodos, organismos sin boca ni ano, acelomados, sin
segmentacion verdadera, triploblasticos (pero en los cuales no hay estudios
sistematicos de las capas tisulares), éconstituyen una clase que involuciono,
simplificandose secundariamente, a partir de ancestros mas evolucionados, para
adaptarse al endoparasitismo?

Como contribucion al estudio de E£. granulosus y la Hidatidosis, nuestro trabajo
se ha centrado en el estudio de las bases moleculares del desarrollo de este Cestodo.
En este sentido, hemos colaborado en la caracterizacion de diversos genes y/o
proteinas (ver Anexo) en este parasito. En particular, nos hemos centrado en el
aislamiento y estudio de genes con homeobox, tema de este trabajo, en el entendido
de que su estudio puede ayudar a comprender mejor la biologia de este organismo,
tan interesante desde el punto de vista filogenético, caracterizando y descifrando
cascadas regulatorias durante el desarrollo de la larva metacestode (quiste hidatico y
protoescolices, PScs), que pueden conducir eventualmente al control de la enfermedad
hidatica.

La primera etapa de este trabajo, condujo al aislamiento y caracterizacion de
genes con homeobox en el genoma de E£. granulosus. En el curso del trabajo de
analisis de su expresion, se plantearon diversas preguntas concernientes a aspectos
funcionales y morfoldgicos durante el desarrollo temprano del PSc, las cuales fueron
abordadas por distintas metodologias, y que llevaron a la descripcion de detalles
novedosos en la morfologia temprana del PSc, con implicancias funcionales.

El trabajo de aislamiento y caracterizacion de genes con homeobox en E.
granulosus (véase también el Anexo), organismo modelo que, a pesar de las
dificultades que presenta en su abordaje, se presenta como sumamente interesante
desde el punto de vista filogenético, puede ayudar a comprender mejor la evolucién
del plan corporal de los metazoarios. En este trabajo se presentan nuevos datos acerca
de las secuencias de genes ya descritos (Eghbx3/Stalker, Eghbx4 y Eghbx5/EgLIM) y

de un nuevo gen con homeobox: Eghbx6.
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Por ultimo, los estudios morfoldgicos y moleculares confluyeron en el estudio de
la expresion de uno de estos genes (Eghbx3/ Stalker) en distintos estadios del parasito,
encontrando a la luz de nuevos resultados experimentales que puede jugar un rol clave

en la morfogénesis temprana del protoescolex, asi como en la del gusano adulto.

Discusion
1. a. Genes con homeobox en E. granulosus

Hasta el momento se han aislado catorce secuencias con homeoboxes en E.
granulosus. Este hecho confirmaria trabajos previos en los cuales una hibridizacion de
Southern blot a baja rigurosidad sobre ADN gendmico del parasito y utilizando como
sonda el oligonucledtido HB-1 marcado radiactivamente revel6 la presencia de por lo
menos 15 bandas (Oliver et al, 1992). Ocho de ellos (EgHoxl, 2, 3, 4, 5,9, 10 y
EgHbx9, genes del tipo Hox) fueron aislados a partir de ADN copia proveniente del
estadio PSc (Lalanne, 2003; Castillo et al.,, 2004; ver Anexo). Los otros seis (“no-Hox")
provienen de rastreos en una biblioteca gendmica (ver antes; Oliver et a/., 1992).

Los anadlisis de alineamiento y filogenia (Figs. 1-6) de parte de los HD de los
genes con homeobox de E. granulosus nos permiten afirmar que los genes tipo Hox
constituyen un clado y los “no-Hox" otro, con un buen soporte de bootstrap. El clado
“no-Hox' presenta un sub-clado constituido por Eghbxl, 2 y 3/Stalker, todos genes
tipo VK. De hecho, existe una aparente politomia entre el “grupo NK” (Eghbxl, 2 y
Stalker) y el resto (Eghbx4, 5y 6) (Fig. 5). Eghbx5/EgLIM aparece como el gen mas
divergente, seguido de cerca por Eghbx6. Es de hacer notar que en este caso no se
trabajo con grupo externo, ya que lo que se buscaba era relacionar los genes de E.
granulosus entre si.

Si bien consideramos que el nimero de genes con homeobox en E. granulosus
debe ser aln mayor, dados los antecedentes en otros organismos (Caenorhabditis
elegans con 133 entradas en el GenBank
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/mapview/map_search.cgi?taxid=6239&query=homeobox
&gchr=&advsrch=off&neighb=off, genoma completamente secuenciado; planarias con
mas de cincuenta, entre las distintas especies), los genes ya aislados nos permiten
sacar algunas conclusiones preliminares.

En primer lugar, la existencia de genes tipo Hox, expresados en el PSc, permite
especular con la posibilidad de que se esté produciendo algun tipo de especificacion
regional corporal a lo largo del eje antero-posterior de la forma larvaria. Dado que este

eje no esta definido aun claramente, los dominios de expresion de estos genes
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contribuirdn sin dudas a despejar esta interrogante. Si bien existen estudios
preliminares de expresion de estos genes en PScs, los resultados no han sido del todo
concluyentes (Lalanne, 2003). Planteamos que con mucha probabilidad la expresion
tipica (escalonada) de este tipo de genes se dara sobre todo en el estadio de brote
temprano y elongado, antes de la formacion de las estructuras tipicas del PSc.

Por otro lado, la existencia de genes con homeobox no pertenecientes a la clase
Hox, y que ademas presentan una importante divergencia a nivel de su secuencia con
los correspondientes paralogos, hasta el punto de que no hemos podido definir claras
ortologias, reflejaria la especializaciéon del Cestodo E. granulosus, aparentemente
simple en su morfologia pero adaptado al endoparasitismo. En efecto, los
endoparasitos suelen presentar una plasticidad adaptativa remarcable (Thomas et al.,
2002), y en particular E£. granulosus parece presentarla, tanto genotipica (Rosenzvit et

al., 2001), como fenotipicamente (Thompson & Lymbery, 1995; Britos, com. pers.).

El estudio del potencial neurosensorial de los Cestodos, y sobre todo su
percepcion real del entorno ha sido un area tradicionalmente poco explotada. La
percepcion del entorno en los Cestodos puede ser mucho mas sofisticada que lo
tradicionalmente asumido a partir de estudios descriptivos de un sistema nervioso que
aparece, a priori, como elemental o al menos simplificado. En adicién a las senales
provenientes de su entorno inmediato, pueden existir una gran cantidad de sefiales
directas o indirectas que provean una informacion confiable del entorno externo al
propio hospedero. El hallazgo de genes con homeoboxes “no-Hox” en E. granulosus
(Eghbx4, 5 y 6), con identidades importantes en su secuencia con genes que se
expresan en regiones cefalicas, abren perspectivas de estudio futuro en un organismo
que presenta un sistema nervioso simplificado pero capaz de sensar los cambios de su

entorno.
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1. b. Eghbx4

Secuencia Nucleotidica Gendmica

La secuencia de Eghbx4 (X66820, Oliver et al., 1992; Figs. 7 y 8) fue aislada al
mismo tiempo que Eghbx3 y de hecho comparten el mismo clon genémico Egr2 en un
fragmento de 7 kpb sin sitio de corte interno para BarrHI, lo que excluiria en principio
un artefacto de clonado y sugiriendo que ambos genes forman parte de un
agrupamiento gendmico. No se logré empalmar la secuencia de Eghbx4 con la de
Eghbx3.

Secuencia aminoacidica deducida

El HD de Eghbx4 es el Unico aislado en E. granulosus en presentar una lisina
(K) en la posicion 50, critica en el reconocimiento de la secuencia blanco en el ADN, y
caracteristica de los genes tipo goosecoid u orthodenticle, dentro de la familia de HDs
paired (prd) (Fig. 9, Tabla 2, Fig. 10). Al igual que Stalker, Eghbx4 presenta una serie
(18%) de residuos unicos, no encontrados en otras proteinas paralogas, lo que
dificulta establecer ortologias claras (Figs. 10-11). Sin embargo, el andlisis filogenético

permite en principio agrupar a £ghbx4 dentro del clado goosecoid (Figs. 11-14).

El nombre goosecoid es una contraccion de los nombre gooseberry y bicoid. Su
HD presenta muchas similitudes con las de gooseberry pero la K50 es caracteristica de
bicoid, el morfégeno anterior de Drosophila. En los vertebrados los genes ortélogos de
goosecoid cumplen un rol clave en el tejido organizador de la blastula (en Xenopus
laevis organizador de Spemann, labio dorsal del blastoporo) y su expresion ectdpica
induce la aparicion de ejes secundarios (Burglin, 1994). orthodenticle, un gen tipico de
la familia paired, se caracteriza también por poseer una K50. Su dominio de expresion
en Drosophila se solapa con el de goosecoid en el estomodeo y en el sistema nervioso
estomatogastrico (Goriely et al., 1996). En vertebrados, los genes homdlogos de otd se
expresan en el primordio del sistema nervioso central. Asi, ambos genes, gscy otd, y
sus genes ortdlogos, son marcadores de las partes mas anteriores de los animales
(Burglin, 1994).
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1.c. Eghbx5/EgLIM

LIM

La Regidn 1 presenta un marco abierto de lectura que codifica conceptualmente
para un péptido de 89 residuos aminoacidicos (Figs. 15-16). El andlisis del péptido
muestra una regién de una posible estructura en dedos de Zinc (Zn) tipo LIM.

El motivo LIM es una estructura repetitiva de cerca de 60 aminodacidos y que
contiene residuos conservados de cisteina (C) e histidina (H). Fue definido
originariamente a partir de dos genes de C. elegans (/in-11 y mec-3) y uno de rata: Is*
1, de los cuales deriva su nombre acronimico. En general se encuentran dos copias del
motivo LIM rio arriba del HD (en las proteinas denominadas “LIM-HD"), aunque existen
casos en los cuales no se encuentran HDs. El motivo LIM exhibe una pobre
conservacion de secuencia entre los distintos genes, y entre los dos repetitivos, con la
excepcion de los residuos C y H caracteristicos (Burglin, 1994). Mediante analisis de
alineamientos tipo BLAST vy filogenéticos, podemos afirmar que el dominio LIM de

EgLIM es el segundo, o sea el mas cercano al HD.

El dominio LIM es reconocido por una serie de co-factores, lo que, desde una
perspectiva evolutiva, habria dotado a las proteinas LIM-HD de un potencial Unico para
interactuar combinatoriamente con otros factores de transcripcién de manera hetero u
homo dimérica (Hobert & Westphal, 2000).

La regién del HD de los genes LIM si es mas conservada y caracteristica y, de
hecho, fue lo que posibilitd originalmente la clasificacién del gen Eghbx5/EgLIM (Oliver
et al., 1992). El HD LIM de Eghbx5 se encuentra en la Region 2 y en parte de la 1
(Figs. 15-16). En un principio ( ver Oliver et al., 1992) se recuperd soélo la tercera
hélice del HD, la cual es interrumpida a nivel de V47 por un intrdn sumamente
extenso. El trabajo presentado aqui extiende significativamente la secuencia analizada
y ha permitido recuperar, con un alto grado de probabilidad, la totalidad del HD de
Eghbx5/ EgLIM.

Intron
En efecto, el andlisis del intrdn (Fig. 17) permite el solapamiento de las

secuencias y la reconstruccién del HD de EgLIM. Otro hecho que refuerza nuestra
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aseveracion (en el sentido que hemos recuperado la totalidad del HD de EgLIM) es que
al realizar un analisis tipo BLAST de la secuencia completa, el alineamiento con las
secuencias de mayor identidad se da a ambos lados de la zona del intron (Fig. 20). La

posicion de este intron (47 del HD) es bastante frecuente en los HDs (Burglin, 1994).

El homeodominio

El HD de EgLIM presenta una serie de residuos caracteristicos de la familia LIM
(Fig. 19), pero también, y al igual que Eghbx3, 4 y 6, una serie de residuos poco
comunes (Figs. 19, 21). Asimismo, y para lograr un buen alineamiento con otros HDs
emparentados es necesario introducir una serie de inserciones y/o deleciones
aminoacidicas. Este hecho no es inusual en los homeodominios (Burglin, 1994).

De todas maneras, el analisis bioinformatico de parte de la secuencia del HD de
EgLIM nos permiten clasificar tentativamente a EGLIM dentro de la subfamilia I, que
incluye a /in-11 (C. elegans, donde se han identificado siete genes que codifican para
LIM-HDs), y que por eso también es llamado grupo LIN-11. El analisis filogenético del
HD de las proteinas LIM-HD permite subdividirlas en seis subgrupos. En general, en los
invertebrados se encuentra un Unico representativo de cada grupo, mientras que en
vertebrados se encuentran dos (Hobert & Westphal, 2000).

LIM + HD = EgLIM

El andlisis de toda la secuencia aminoacidica putativa de Eghbx5/EgLIM
muestra una serie de HPAA vy sitios putativos de fosforilacion (Fig. 25 y Tabla 4). Al
analizar la totalidad de la secuencia de EgLIM mediante BLAST P la similitud se
extiende al dominio LIM y el HD juntos, recuperandose muchas de las mismas
secuencias que al alinear sélo el HD (Fig. 26). Sin embargo, al realizar los analisis
filogenéticos (Fig. 27 y siguientes) los alineamientos y arboles obtenidos no son
consistentes, reafirmando lo dicho antes, en el sentido que la homologia de secuencias

entre los genes LIM es significativa sélo a nivel del HD.

Todos los genes LIM-HD estudiados funcionalmente presentan dominios de
expresion a nivel del sistema nervioso, confiriendo caracteristicas de diferenciacion
terminal, tales como el patrén de proyecciones axonales. La mayoria de los genes LIM-
HD estudiados se activan en un periodo corto y especifico del desarrollo del sistema
nervioso, cuando las células abandonan el ciclo celular y empiezan a expresar

marcadores que confieren identidades especificas. Los estudios de pérdida de funcion
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en diversos sistemas modelo, sugieren que el gen LIM-HD ancestral de todos los
animales modernos jugaba un papel central determinando las identidades neurales, el
direccionamiento axonal o el posicionamiento celular correcto durante el desarrollo del

sistema nervioso (Hobert & Westphal, 2000).

I1.d. Eghbx6

El homeodominio y secuencias adyacentes

El HD de Eghbx6 es muy divergente, presentando una alta proporcion (50%) de
residuos atipicos en las posiciones que ocupan. Por andlisis de alineamiento tipo
BLAST, puede ser clasificado provisoriamente como perteneciente a la familia prd
(paired), subfamilia aristaless, ya que presenta las mayores identidades (60%) con
genes de dicha familia (ver seccion 1.d.3, en Resultados). La treonina T54 es llamativa,
ya que el residuo caracteristico prd es alanina (A). Los residuos de parte de la tercera
hélice (de reconocimiento) del HD son idénticos a los de NK-6 (VWFQNRRTKWR). En el
HD se encuentra un HPAA (LLLLNL, Fig. 33 y Tabla 5), idéntico al encontrado en los
HDs de unc-4 (C. elegans), TLX3 (H. sapiens), Ods site (D. melanogaster), pero no en
aristaless (D. melanogaster). Los analisis filogenéticos no fueron concluyentes, no
permitiéndonos agrupar con un soporte significativo de bootstrap a Eghbx6 dentro de
ningun clado determinado (Tabla 6 y Figs. 35-37). Sin embargo, todos los genes que
presentan mayor identidad de secuencia con £ghbx6 presentan un aspecto comudn: su
expresion en las regiones mas anteriores del cuerpo (Burglin, 1994), en particular en
regiones cefalicas. El gen aristaless de Drosophila se expresa en las regiones mas
distales de algunos apéndices adultos (Burglin, 1994), asi como en diversas regiones

de la cabeza.
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1.a. Eghbx3/ Stalker

Secuencia Nucleotidica Genomica

El analisis de Stalker mediante el ensayo de Southern blot en condiciones de
alta rigurosidad (Fig. 43), nos permite concluir que Stalker es un gen de copia Unica en
el genoma de E. granulosusy que, trabajando en condiciones similares (ver Materiales
y Métodos) se puede analizar especificamente la localizacién témporo-espacial de su
mARN mediante técnicas de hibridizacién in situ.

La secuencia nucleotidica (Figs. 38-39) presenta ademds una secuencia
consenso de poliadenilacion (AATAAA) en direccion 3’ con respecto a la secuencia
codificante y la secuencia complementaria a la secuencia CTTCTC, encontrada en
regiones regulatorias de por lo menos tres genes de E. granulosus (Eghbxl, Esperdn et
al., 2000; EgFABP2, Esteves et al., 2001; y EgGST, Fernandez, 2001). Queda por ser
explorada la posible relevancia funcional de estos hallazgos.

Alun mas importante para la funcionalidad del gen Stalker, puede resultar el
hallazgo de seis secuencias de reconocimiento para proteinas con HD NK-2 (Fig. 42).

Secuencia aminoacidica deducida

La secuencia nucleotidica codifica para una proteina con homeodominio (HD).
La proteina conceptualmente traducida podria ser la completa, a pesar de su pequefio
tamano (207 aminoacidos, Peso Molecular deducido 24500 Da). El primer residuo de
Metionina encontrado (M25) se encuentra codificado por un codéon ATG que esta
inserto en una secuencia con alta identidad (6/7 nucleétidos, Nts.) con la del contexto
de Kozak (Kozak, 1991). Asimismo se encuentra presenta una secuencia consenso tipo
TATA (TATAA, pos 449, a 71 Nts. de distancia del ATG codificante para la M25). Por
otra parte, en la zona 5’ con respecto al marco abierto de lectura (Nts. 368 a 509), se
encuentran una serie (6) de sitios de pegado de factores de transcripcion con HD tipo
NK-2 (Fig. 42), lo que abre la posibilidad de que este gen se encuentre autorregulado.
Este hecho es caracteristico de este tipo de genes (revisado en Thomsen et al., 2004),
cuyos productos proteicos estan involucrados en circuitos autorregulatorios, que
estabilizan y potencian su propia expresion. Adicionalmente, en esta misma zona se
encuentran tres sitios de pegado para factores de transcripcion a dedos de Zinc tipo
GATA (secuencia consenso: WGATAR), los cuales se ha demostrado en otros sistemas

que interaccionan con los HDs NK-2, formando parte de los mismos circuitos
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regulatorios autorregulatorios, ya sea mediante interacciones proteina-proteina o por
activacién transcripcional cruzada, durante el desarrollo y diferenciacion de estructuras
mesodérmicas (Chen & Schwartz, 1995; Skerjanc et al, 2001). El posible significado
bioldgico de estos hallazgos en la secuencia de Stalker ameritara rigurosos estudios

posteriores.

Intron

El analisis de los sitios putativos de corte y empalme muestra con una muy alta
probabilidad de que los sitios mostrados en la Fig. 40 son correctos. Es de hacer notar
ademds que los intrones en esta posicion del HD (44/45) son muy frecuentes,
habiendo sido encontrados en una alta proporcion de genes con homeobox (30% de
los genes que presentan intrones, Burglin, 1994). En particular el gen Dth-2, de
Dugesia (Girardia) tigrina (planaria, platelminto turbelario), y cuyo HD presenta una
alta similitud en secuencia con el de Stalker (70%, ver Tabla 7), presenta un intrén en

la misma posicion.

El homeodominio

A partir de los andlisis de similitudes de secuencias por alineamientos BLAST,
busqueda de residuos caracteristicos y analisis filogenéticos, el HD de Stalker puede
ser clasificado tentativamente dentro de la superfamilia Antennapedia, familia VK, clase
NK-2, subclase NK-2.2 (Tabla 7, Figs. 44, 49-53, ver ademas Holland et a/., 2003).
Presenta los dos residuos mas caracteristicos de las proteinas paralogas de la clase NK-
2 (L7 e Y54).

Las proteinas con HD de la clase NK-2 se caracterizan ademas por poseer del
lado N-terminal (con respecto al HD) un dominio conservado evolutivamente eA-1
(Ilamado también dominio &inman o TND) y, a veces, un dominio acidico. Del lado C-
terminal (siempre con respecto al HD), y separado del HD por unos pocos (8 — 31)
aminoacidos, se encuentra un dominio especifico NK-2 (NK-2 SD, también denominado
CP, por conserved peptide). El significado funcional de estos dominios ha sido
estudiado en varios sistemas modelos /in vivo e in vitro, y se ha demostrado que eh-1
es fundamental para mediar la represion transcripcional de Engrailed; y el NK-2 SD
funciona como un inhibidor intramolecular de un dominio activador transcripcional que
se encuentra aun mas hacia el extremo C- terminal de la proteina.

Un sitio consenso de fosforilacion por la enzima quinasa de caseina CKII (TAQE,

secuencia consenso: (S/T)XX(D/E), donde X es cualquier aminoacido), se encuentra en
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la pos. 28 — 30 del HD. Esta secuencia esta presente en la misma zona en todos las
proteinas de la clase NK-2 y participa de forma indirecta (la secuencia aminoacidica
involucrada no interacciona directamente con el ADN) en la regulacion de la interaccién
del HD con la secuencia blanco en el ADN (Kasahara & Izumo, 1999).

Por otra parte, Stalker presenta todos (14) los residuos adicionales
caracteristicos de la clase NK-2 (Banerjee-Basu & Baxevani, 2001). La presencia de L7
e Y54, que participan del reconocimiento del ADN por el HD, hacen presumir que la
secuencia core reconocida por este HD sera similar a las reconocidas por otros HDs
NK-2 (Tsao et al, 1994; Koizumi et al, 2003, Fig. 44), diferente a la secuencia
consenso 5’ TAAT 3’ reconocida por la mayoria de los HDs.

Sin embargo, presenta una serie de aminodacidos diferentes a todas las
secuencias NK-2 (doce, Fig. 44), en particular algunos de los cuales participarian en el
contacto con el esqueleto azlcar-fosfato del ADN, y que hace que la maxima similitud
encontrada con otros HDs sea de sélo 73% (Tabla 7), y que no se logre un buen
soporte de bootstrap por los método de andlisis filogenéticos empleados (Figs. 50-53).
Adicionalmente, este hecho no nos permite definir ortologias claras entre Stalker y
otros genes dentro la clase NK-2 (aun asi, lo clasificamos tentativamente cono
perteneciente a la sub-clase NK-2.2), a pesar de una clara paralogia con los de la clase
NK-2.

El HD comienza con un sitio de localizacién nuclear (NLS) parcial (QSKRR). El
sitio NLS se caracteriza por la inclusiéon de residuos de Arg y Lys, y usualmente incluye
Pro (Alberts et al., 1994). En el caso de Stalker, se encuentran tres (KRR) de los cinco
residuos caracterizados funcionalmente en otros genes de la clase NK-2 (Csx/ mNKX2.5,
TTF1/NKx2.1), y en mOct-6 (Kasahara & Izumo, 1999).

La modelizacidn de la estructura tridimensional del HD de Stalker muestra una
estructura clasica de tres hélices alfa, separadas por zonas cortas sin estructura
definida. En particular la estructura hélice-vuelta-hélice (hélices 2 y 3 del HD) esta bien
conservada (Figs. 45-48). La modelizacion 3D se realizd mediante un paso preliminar
de alineamiento con las secuencias con mayor similitud y cuya estructura hubiera sido
resuelta experimentalmente con anterioridad. El alto porcentaje de similitud (63%, Fig.
45) permitid6 un paso posterior de refinamiento de la estructura hasta llegar a la

mostrada en la Fig. 48.
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Otras zonas de la proteina Stalker

La proteina Stalker presenta tramos aminoacidicos homopoliméricos (HPAA, ver
Tabla 8). Los tramos poli-GIn fueron encontrados originalmente en Anip
(Antennapedia), Dfd (Deformed), en (Engrailed), bcd (bicoid, todos productos de
genes vinculados al desarrollo de D. melanogaster. En Stalker encontramos tres de
estos tramos: QMQVQQ, PPPSLAPYP, PPFPQP, uno de ellos rico en glutaminas (Q, ver
Fig. 54). Se ha postulado que los tramos HPAA participarian en la transactivacion
transcripcional de las proteinas con HD, o serian simplemente regiones de unién entre
otros dominios funcionales. Es de hacer notar que una caracteristica de estos tramos
es su bajo nivel de conservacion, aun entre genes ortélogos. En Stalker, dos de estos
tramos se encuentran flanqueando el dominio eh-1 (ver mas adelante), y el tercero
(PPFPQP) presenta similitud de secuencia con el dominio encontrado al final de los
productos de los genes tipo bap (bagpipe), justo al final del péptido (PYFYP).

Hacia el extremo N-terminal (N-t) la similitud entre Stalker y otras proteinas
pertenecientes a la familia NK-2 es mucho menor. Stalker presenta un dominio TN/eh-
1 parcial (5 identidades en 23, Fig. 55), en particular esta conservada la F (62 posicion
desde el inicio), que es invariable en este tipo de dominio (Smith & Jaynes, 1996),
caracteristico del extremo N-t en la mayoria de las proteinas de la clase NK-2 (ver
Tabla Intro_NK2). Por otro lado, el péptido parcial de Stalker no presenta dominio
acidico hacia el extremo N-t, también presente en algunas proteinas NK-2. Tampoco
presenta el hexapéptido caracteristico de muchos otros HDs (Burglin, 1994). Es de
destacar que el no encontrar estos dominios caracteristicos puede deberse a que no
contamos con la proteina completa.

Hacia la zona C-t, con respecto al HD, Stalker presenta parcialmente el NK-2 SD
(“dominio especifico de NK2"”, encontrado sélo en proteinas con HD NK-2), corto
dominio encontrado contiguo al HD e involucrado en la transactivacion negativa del HD
NK-2 (Watada et al., 2000). El dominio encontrado en Stalker presenta una similitud de
4 en 12 aminoacidos, 6 si tomamos en cuenta sustituciones conservativas (A por V, S
por P, Fig. 56). La presencia de la Pro final es llamativa, ya que se postula que esta
involucrada en la prevencion de la formacion de una hélice . La prediccion estructural
en la zona de Stalker correspondiente (comenzando cinco aminoacidos mas alla del
final del HD) aparentemente excluye la posibilidad de formacion de hélices o. El
dominio NK-2 SD no se encuentra presente en tin (tinman, D. melanogaster) ni en ceh-

24 (C. elegans).
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2. Expresion de Eghbx3/Stalker en diferentes etapas del
desarrollo de E. granulosus (I).

2.a. Stalker en el Protoescolex

La expresion de Stalker en el PSc maduro es muy evidente, fue la primera en
ser comunicada (Martinez et al, 1997) y pone en evidencia una estructura
caracteristica: el Pedlnculo (Figs. 59-63). Este es escaso en células (tipicamente 10 —
15, segun nuestras observaciones) y luego es reabsorbido, desapareciendo luego de la
maduracion del PSc. La morfologia de la zona de inserciéon del Pedunculo en la zona
mas basal del soma del PSc hace recordar al Cercdmero retraido de las larvas
Procercoides de los Cestodos. Es de hacer notar que la zona de insercion del
Cercdmero coincide morfoldgicamente con la zona de confluencia de los canales
excretorios del sistema de regulacion osmética (Wardle & McLeod, 1995; Smyth &
McManus, 1989).

Curiosamente, un gen paralogo de Stalker, CnNK-2 participa en el control de la
diferenciacién del pie (extremo basal, que consiste en un pedunculo y un disco) del
Cnidario Hydra wulgaris, regulando positivamente la expresion del oligopéptido
pedibina y autorregulando, mediante un mecanismo de retroalimentacién positiva, su
propia expresion (Thomsen et al., 2004). La pedibina regula positivamente, a su vez, a
la expresiéon de CnNVK-2, y la zona de expresion de ambos péptidos (musculo
endodérmico) se atenla en forma de gradiente baso-apical, con el maximo de
expresion en el pedlnculo basal. Hemos encontrado dentro de la secuencia de ADN
presentada en la Fig. 38 una serie de secuencias que presentan identidad con los sitios
de pegado para proteinas NK-2 (ver Fig. 42), lo cual abre la posibilidad de que Stalker
esté sujeto al mismo tipo de circuito autorregulatorio que otras proteinas NK-2
(revisado en Thomsen et al., 2004).

Segun los modelos de reaccidn- difusion, los procesos morfogenéticos podrian
depender de la produccion de inhibidores laterales de amplio rango (con capacidad de
difundir a cierta distancia), los cuales serian regulados por un antagonista localizado,
un activador autorregulatorio (Meinhardt & Gierer, 2000; Thomsen et al., 2004). CnNK-
2 es un gran candidato para constituir tal activador durante el desarrollo del pie de la

hidra. Creemos que el patron de expresidn de Cn/NVK-2 en la hidra, filogenéticamente
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ubicada en una posicion mas basal que los Cestodos, puede ser significativo para
comprender el rol de Stalker en Echinococcus.

Otras zonas de expresion de Stalker, aunque en menor grado, las constituyen:
la zona parenquimatica subvesicular (la vesicula o vejiga constituiria los restos del
foramen) -visible en tiempos mas prolongados de reaccion de revelado, en ejemplares
donde no hay reaccidon fuerte en el pedinculo. No existe sefal de Stalker en otras

estructuras caracteristicas del PSc: ventosas, ganchos, ni corpusculos calcareos.

2.b. Stalker en la Tenia adulta

La sefal en el escolex es difusa y mas tenue que en la genitalia de las
proglétides y podria corresponder al Neuropilo del sistema nervioso. Esto deberia
confirmarse en ensayos posteriores, preferentemente con un anticuerpo anti-Stalker.
Es de hacer notar que NKx2-2, (proteina vertebrada con la cual Stalker guarda las
mayores identidades de secuencia) se expresa en el sistema nervioso. De hecho
muchas de las proteinas NK-2 presentan ese dominio de expresion (revisado en
Holland et al, 2003; ver Tabla Intro_NK2). Alternativamente, Stal/ker podria estar
expresandose en la musculatura de la zona debajo de las Ventosas. Este patron de
expresion seria mas coherente con el encontrado en los brotes y apuntaria a una
homologia funcional con otros sistemas, donde los genes NK-2 participan en la
especificacion del mesodermo.

La sefial en la genitalia parece, en principio, sorprendente. Sin embargo,
creemos interesante especular que la expresion de Stalker en esta zona particular
podria explicarse debido a la morfologia particular de los Cestodos. En otros sistemas,
los genes NK-2 se expresan en regiones cefalicas primordiales y endodermo (ver Tabla
Intro_NK-2). La expresién de Dth-1 (gen emparentado de D. tigrina, planaria) se
localiza en el intestino (endodermo) y células parenquimatosas no identificadas, asi
como en la regién cefdlica (Garcia-Fernandez et al., 1993). Asimismo, AmphiNk2-tin,
otro gen con importante identidad de secuencia con Stalker, se expresa en el
endodermo del sistema digestivo anterior (foregut) del anfioxo (Holland et al., 2003).
En la hidra, el gen antemencionado Cn/NK-2 se expresa asimismo en la gastrodermis
(Grens et al., 1996), compuesta por células epitelio-musculares. Mas adn, en C

elegans (nematodo de vida libre), ceh-22 se expresa en los musculos de la faringe.
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Desde una perspectiva evolutiva general, la expresion de los genes NK-2 en el
endodermo podria constituir una caracteristica antigua y conservada de todos los
animales. El mesodermo podria haber evolucionado a partir de la gastrodermis,
durante la transicion filogenética desde el ancestro diploblastico (supuestamente con
una morfologia parecida a la de la hidra actual) al bilaterio primitivo. EI mesodermo
primitivo presumiblemente incluia una capa de células musculares que se diferenciaban
bajo la influencia de los genes NK-2. Mas tarde en la evolucion, algunas de estas
células musculares digestivas pueden haber adquirido la capacidad de transformarse
en vasos musculares contractiles (hasta confluir en el corazéon de los animales
superiores), los cuales contindan siendo especificados por la expresion de los genes
NK-2.

El hecho de encontrar la expresion de Stalker en regiones definidas (y que no
parecen guardar relaciones funcionales entre si), en dos etapas diferentes del ciclo
vital de E. granulosus, puede reflejar un hecho caracteristico y conservado a lo largo
de la evolucién entre los genes con homeobox: su patrén de expresion multimodal (De
Robertis, 1994), es decir en distintas regiones corporales, durante diferentes etapas

del desarrollo.
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3. Estudios Morfoldgicos

Desarrollo temprano de la forma larvaria de E. granulosus

Uno de los objetivos de este trabajo es el realizar una contribucién a la
comprension de la plasticidad y las limitaciones caracteristicas de los médulos génicos
que regulan el desarrollo y la evolucion de los seres vivos. En este sentido,
consideramos imprescindible el integrar aproximaciones moleculares con estudios

morfoldgicos.
Los resultados presentados, acerca de algunos aspectos morfoldgicos durante

el desarrollo de la forma larvaria de E. granulosus, apoyan y extienden reportes previos
(Galindo et a/., 2002; Galindo et al., 2003; Martinez et al., 2004).
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3.a. Morfologia de la yema

La etapa inicial durante el desarrollo del PSc es un conspicuo agrupamiento de
células en zonas especificas de la capa germinativa (CG), y a la que denominamos
yema. En una vesicula proligera (VP), las observaciones sugieren que este
agrupamiento se produce en el exterior de la CG (Figs. 74-75). Esta observacion
coincide con otras anteriores acerca del desarrollo temprano del PSc (Wardle &
McLeod, 1952, p.84) y plantearia un interesante problema de polaridad, ya que el PSc
madura luego hacia adentro de la VP, aunque se han descrito casos en los que la
maduracion del PSc ocurre en el exterior de la VP (Rogan & Richards, 1987; y
referencias citadas en este trabajo). La VP presenta PScs en diferentes estadios de
desarrollo, dado que la aparicidén de PScs es asincronica.

La yema, vista desde ciertos planos, aparece como una estructura hueca (Fig.
76) y rodeada por un “anillo” o “aro” de células. Este hueco, o foramen, constituye una
estructura definida del PSc en formacion.

A nuestro juicio, el foramen descrito en este trabajo no deberia ser confundido
con otra estructura, la llamada /acuna primitiva (Wardle & MclLeod, 1952), que
constituye un caracter taxonémico clave en la clasificacion de las larvas de los cestodos
(Chervy, 2002). En efecto, la presencia de dos caracteres morfoldgicos primarios: la
presencia de /acuna primitiva y la invaginacion del escélex, constituyen las
sinapomorfias de las larvas Cisticercos, una de los seis tipos en las clasificaciones
modernas de las larvas de los Cestodos, y que incluye a las larvas de los Teniidos,
entre los que se encuentra Echinococcus. El estadio metacestode de Echinococcus
seria una larva Cisticerco modificada, cuya complejidad reflejaria a su vez la posicién
filogenética extrema de los ciclofilideos dentro de los cestodos (Hoberg, 1999).

La /acuna primitiva es descrita como una estructura de la larva plenamente
desarrollada, mientras que el foramen es visible desde los estadios mas tempranos del
desarrollo de la larva metacestode de E. granulosus. Esta /lacuna aparece
morfoldgicamente como una cavitacion vesicular en muchos grupos de ciclofilideos, y
muchas veces su presencia se infiere a partir de un supuesto caracter secundario

derivado, la vejiga o vesicula (bladder) (Chervy, 2002).
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3.b,c. Morfologia del brote

La yema evoluciona luego hacia el brote (temprano, semiesférico y luego
elongado), que constituye la siguiente etapa en el desarrollo del PSc. Se caracteriza
por poseer un eje baso-apical muy evidente y por no poseer aun ninguna de las
estructuras caracteristicas del PSc maduro.

La siguiente etapa, la de brote elongado tardio, sefala la aparicion incipiente de
las estructuras caracteristicas del PSc. Los ganchos, primeras estructuras
caracteristicas visibles del PSc, ya estan casi formados, y los primordios de las ventosas
aparecen como proyecciones laterales del cuerpo del PSc en formacion. En esta etapa
son visibles dos tipos de septos: el que separa la zona central (territorio de los
ganchos) de la zona mas apical; y los que separan los primordios de las ventosas del
cuerpo del PSc (Fig. 78). Es de hacer notar que hasta este etapa, no son visibles los
corpusculos calcareos, que constituirdn un componente importante del cuerpo del PSc
maduro, llegando a representar hasta el 14.3% del peso seco del mismo (Thompson &
Lymbery, 1995).

El foramen constituye el espacio que sera llenado por el escélex en la
invaginacion final dentro del soma del PSc, que marca su madurez. Este espacio
continda siendo visible en el PSc maduro como una delgada linea que separa la base
del soma del PSc del escélex invaginado. Este relicto del foramen constituiria la
llamada “vejiga” o “vesicula” (bladder) y que estd asociada tradicionalmente al

desarrollo del sistema de regulacion osmética del cestodo (Chervy, 2002).
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3.d. Diferenciacion y Proliferacion

Tincion y Conteo de Nucleos en brotes tempranos, brotes elongados y

PScs maduros

La tincién del ADN con Ioduro de Propidio sequida de microscopia confocal nos
permitid visualizar (y reconstruir en tres dimensiones) la distribucién nuclear de E.
granulosus, en dos fases del desarrollo del PSc: el brote elongado y el PSc maduro. En
ambos estadios, la distribucion nuclear no es uniforme. En los brotes elongados (ver
Seccion 3.d.1-2 de Resultados) delinea el foramen de manera muy clara y los
territorios prospectivos de las ventosas y el rostelo. En el PSc maduro (Seccién 3.d.3.),
la distribucion nuclear delinea las estructuras caracteristicas del mismo: ventosas,
almohadilla rostelar. Adicionalmente, los nucleos se encuentran en la pared del PSc,
donde algunos de ellos se encuentran asociados a los corpusculos calcareos.

Los resultados del conteo nuclear en estos dos estadios (cinco PScs maduros y
dos brotes elongados), sumado al realizado en un brote temprano (en colaboracién
con el grupo del Dr. Galanti, Chile, y asumiendo una geometria esferoide para el
mismo, ver Martinez et al, 2004, Tabla 9), nos permite afirmar que no existe
proliferacion significativa durante el desarrollo del PSc desde el estadio de brote
temprano hasta la maduracién final del mismo, pautada por la aparicion de las

estructuras caracteristicas y la invaginacion final del escélex dentro del soma.
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Los estudios morfoldgicos del desarrollo del PSc han sido descritos en una serie
de estudios desde 1922 (Rogan & Richards, 1987; y referencias citadas en este
trabajo). Nuestra contribucion, con la ayuda de tinciones, es una caracterizacion
detallada del desarrollo temprano del PSc en infecciones naturales.

La observacién de pasos secuenciales en el desarrollo del PSc, sumado al hecho
de haber encontrado la expresidén de un gen con homeobox tipo NK-2 (Eghbx3/Stalker,
discutido mas adelante) en varias de estas etapas (desde la formacion de la yema
inicial hasta el PSc maduro final), sugiere la ocurrencia de procesos inductivos de
sefalizacion intercelular que involucrarian a factores de crecimiento tales como los
TGFs (transforming growth factors), BMPs (bone morphogenetic factors) y FGFs
(fibroblast growth factors), y tal como se ha descrito en otros sistemas modelo
(Hogan, 1996). En este sentido, vale la pena destacar el hecho de que BMP 2/4 fue
encontrado en un rastreo global de genotecas de ADNc construidas a partir de ARN
mensajero del estadio PSc de £ granulosus (Cluster ID EGC00109,
http://nema.cap.ed.ac.uk/Lopho/LophDB.php; Fernandez et a/, 2002). Asimismo, en £.
multilocularis, especie estrechamente emparentada, se ha aislado la proteina
interactuante con el receptor de TGF-p (7GF-beta receptor-interacting protein,
EMC00137), y la proteina asociada a la resistencia a TGF- B (7GF-beta resistance-
associated protein TRAG, EMC00457).

Durante el desarrollo embrionario, se establecen limites definidos espacialmente
que especifican compartimientos celulares o territorios. Dichos limites (septos, en este
trabajo) pueden constituir una fuente de morfogenos (Lawrence & Struhl, 1996).
Resulta interesante proponer que, tal como ocurre en otros sistemas (Larsen et al.,
2003), la formacion de los septos puede involucrar la accion de factores de
transcripcion especificos, en particular a aquellos del tipo Engrailed, y posteriormente
vias de sefializacion del tipo Hh (Hedgehog)/ Whnt, tal como se ha descrito en una serie
de procesos morfogenéticos en otros sistemas modelo (Slack, 1994, Loomis et al.,
1998, Sarkar et al., 2000). En este sentido, vale la pena mencionar que un gen con
alta identidad de secuencia con Engrailed fue encontrado en el rastreo
antemencionado (EGC01008). Por ultimo, no escapa a nuestra atencion el hecho de
que deben ocurrir importantes rearreglos de la matriz extracelular durante los procesos

de diferenciacion y desarrollo de PSc descritos en este trabajo. Tal clase de rearreglos
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durante la ontogenia ya han sido descritos en otros sistemas (Morris, 1993; Martins-
Green & Bissell, 1995).

Como conclusion de esta parte del trabajo, podemos afirmar que la
morfogénesis del PSc se presenta como un proceso altamente dindmico, involucrando
una serie de pasos definidos. Nuestro trabajo sugiere fuertemente que no hay un
aumento significativo del nUmero de nucleos durante la formacién de las estructuras
especificas del PSc. En este sentido, ensayos de TUNEL han mostrado que no existe
una alta actividad apoptética durante el desarrollo del PSc (Chalar com. pers.; Ehrlich,
com. pers.) salvo en estructuras muy definidas (corpusculos calcareos). Asimismo, los
ensayos de incorporacion de [3H]-T en PScs tampoco muestran una alta actividad
citoproliferativa (Galindo et al, 2003). Sin embargo, creemos que cabe resaltar que
hablamos de nudcleos y no de células, ya que en E. granulosus se han descrito
estructuras sinciciales, por Ej. en el tegumento y la capa germinativa (ver Thompson &
Lymbery, 1995), y por lo tanto no podemos asegurar que cada nucleo observado
corresponda efectivamente a una célula. Resulta tentador especular que lo que
estamos observando es un proceso de diferenciacion sin citoproliferacion importante,

pero hace falta realizar estudios mas detallados como para poder afirmarlo.
Por Ultimo, creemos que nuestro trabajo puede constituir un aporte a la

localizacion de marcadores moleculares durante el desarrollo de la larva metacestode

de E. granulosus.
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4, Expresion de Eghbx3/ Stalker en diferentes etapas del desarrollo
de E. granulosus (11)

La sefial de Stalker en los estadios mas tempranos del desarrollo del
protoescolex, localizada en zonas especificas de la CG, es consistente con un modelo
en el cual la expresion de Stalker difunde circularmente a partir de un foco inicial de

expresion, tomando la forma de un aro o anillo.

4.a, b. Stalkeren la yema

Tal como se aprecia en las Figs. 90-94, existe una senal de Stalker en las
yemas de la Capa Germinativa (CG), primera etapa en la formacién de un PSc. La sefial
no es tan conspicua como en estadios posteriores, pero al realizar una contra-tincion
de nucleos con Ioduro de Propidio (IP) sobre los preparados marcados por Stalker
(Figs. 95-97), se aprecia que la maxima senal de Stalker aparece en zonas que rodean
a otra con alta concentracion nuclear, coincidente aparentemente con la descrita por
Galindo et al, (2002), y que marca la proliferacion celular inicial que llevara finalmente
a la aparicion del PSc. Estas zonas, que toman la forma de una yema rodeada por un
anillo, parecen ensancharse hasta que en su interior, en el punto medio aparece un
brote esferoide que luego se elongara en direccion baso-apical. La morfologia de esta
zona, sumado al hecho de que constituya el territorio de expresién de un gen con
homeobox, hace recordar a las primeras etapas de organogénesis en otros sistemas,
dependientes de interacciones epitelio-mesénquima (Gilbert et al., 1996).

Los controles efectuados (contra-marcado con IP sobre reacciones de HIS con
la ribosonda sentido, Fig. 97; contra-marcado con IP de reaccion de HIS con la
ribosonda antisentido de Eghbx4, no mostrado) confirman que la sefal de Stalker es
especifica.

Stalker se constituye asi en un marcador molecular temprano del desarrollo del

PSc, en una zona de proliferacién celular localizada.
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4.c. Stalker en el brote

En estas etapas del desarrollo del PSc, Stalker aparece asociado al rearreglo
espacial de las células del brote, y en particular parece vinculado a la aparicién de las
ventosas, en una etapa bien definida del desarrollo, pero no a la de los ganchos.

La expresion de Stalker encontrada en el PSc maduro (ver antes) presenta
solucion de continuidad con la hallada en etapas mas tempranas del desarrollo.
Stalker, ubicuo en el soma del brote temprano, se concentra primero en la zona de las
ventosas (después de la formacion total de los ganchos), desciende hacia la zona
parenquimatica sub-vesicular y por ultimo continda descendiendo hacia la zona del
pedinculo, donde se concentra fuertemente y permanece, una vez desaparecido el
mismo, en la zona mas basal del PSc, como relicto de expresion.

El estudio de la expresion de Stalker mediante el ensayo de Northern blot, que
pone de manifiesto un Unico transcripto de aproximadamente 1750 nucleétidos, puede
reflejar su presencia en todos los estadios de desarrollo del PSc, desde la yema
proliferativa de la CG, hasta el PSc maduro, ya que la muestra de parasitos (a partir de
la cual se obtuvo el ARN) es necesariamente heterogénea, conteniendo muestras de
todos los estadios, debido a la asincronia manifiesta en la aparicion de PSc en las
infecciones naturales.

Por Ultimo, la expresion de Stalker en E. granulosus puede estar reflejando las
homologias existentes en los mddulos genéticos vinculados al desarrollo en todos los
animales y/o las posibilidades de co-opciones o reasignaciones de dichos mddulos

durante el proceso de adaptacion y desarrollo de la tenia endoparasito £chinococcus.
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Conclusiones Finales y Perspectivas

“El misterio es la cosa mas bonita que podemos experimentar.
Es la fuente de toda arte y ciencia verdaderas”.
Albert Einstein

Este trabajo significa la culminacién de muchos afos de arduo trabajo y
aprendizaje, con resultados muchas veces negativos, que por obvias razones no han
sido presentados aqui.

Sin embargo, creemos que constituye un aporte a la comprension de la biologia
de Echinococcus granulosus. Este organismo, ubicado filogenéticamente en una
posicion interesante para comprender la evolucién del plan corporal de los
metazoarios, es ademas un endoparasito, y como tal sometido a presiones selectivas
muy particulares, lo que podria llegar a explicar su plasticidad, tanto genotipica, como
fenotipica.

El hallazgo en E. granulosus de los genes con homeobox Eghbx4, 5y 6, cuyos
genes paralogos cumplen funciones claves en el desarrollo del sistema nervioso de
muchos organismos, sumado al hecho de la divergencia de secuencia que presentan
estos genes (Stalker incluido), podria estar reflejando la plasticidad mencionada
anteriormente. Ademas puede constituir una especie de hilo de Ariadna, que permita
comenzar a recorrer el laberinto del estudio de la funcionalidad de la percepcion en
estos organismos.

Explorar el potencial de generar plasticidad fenotipica en los Cestodos, clase
que ha ensayado evolutivamente estrategias de desarrollo larvario muy variadas, a la
vez que estudiar los mecanismos utilizados por estos endoparasitos para obtener
informaciéon del entorno, puede constituir una aproximacion novedosa para generar
nuevas estrategias de control del ciclo parasitario y de tratamientos médicos
destinados a combatir la enfermedad hidatica.

Por otro lado, la expresion de Stalker en una zona clave del desarrollo de la
forma larvaria, el pedinculo del protoescdlex, puede constituir otra herramienta para
estudiar e intentar controlar el ciclo parasitario a través de estrategias terapéuticas
novedosas tales como el uso de ARNs antisentido de interferencia.

Los datos presentados en este trabajo, permiten inferir que Stalker estaria
vinculado a fendmenos de induccion en la capa germinativa del quiste hidatico, que

comienzan en un foco localizado, desde donde la sefal de Stalker difunde
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propagandose lateralmente (en el plano de la CG) hasta formar un aro o anillo que
circunda una zona de proliferacion. La CG adopta luego un cambio de polaridad, en un
plano perpendicular al anterior, y donde la expresion del gen Stalker estaria asociada a
eventos tempranos de proliferacion y posteriores de diferenciacion, los que
seguramente involucran importantes rearreglos en la matriz extracelular. En
conclusién, a partir de un Unico evento de proliferacion en un plano, se desencadena
un desplazamiento perpendicular en la proliferacion celular, que conlleva un cambio en
el nUmero de eventos de diferenciacion, con la aparicion final de las estructuras
caracteristicas del protoescolex.

Hasta el momento, £. granulosus parece mas adecuado para estimular nuevos
proyectos que para proveer respuestas definitivas. Quedan muchas cuestiones abiertas
en este trabajo, que esperamos ameriten la continuacién del estudio de los genes
vinculados al desarrollo en este parasito. En particular cabria completar la secuencia de
los genes estudiados, completar la caracterizacion de sus dominios de expresion por
métodos de hibridizacidon /n situ e inmunohistoquimicos, determinar si existen
agrupamientos genodmicos de genes con homeobox, completar la busqueda de todos
los genes con homeobox, e intentar comprender sus funciones a través del uso de
sistemas heterdlogos y/o el cultivo /in vitro del parasito.

Seria deseable el estudio de otras moléculas que casi seguramente estaran
involucradas en la morfogénesis temprana del protoescélex y posiblemente de la tenia
adulta: proteinas de sefalizacion tales como los FGFs, BMPs y TGFs y factores de
transcripcion como Hedgehog. El estudio de la expresidon y posible funcién de estas
moléculas en E. granulosus, sumado al de los genes con homeobox, puede ayudarnos
a responder preguntas claves tales como hasta donde Echinococcus es un ejemplo de
bricolage evolutivo, determinando si sus particulares fenotipo y genotipo constituyen
casos de homologias y/o de co-opciones en la utilizacién de los mddulos genéticos
vinculados al desarrollo.

Por Ultimo, el estudio de aspectos morfoldgicos del desarrollo de £. granulosus,
y que constituyen una parte importante del presente trabajo, puede ayudar a localizar
mejor a los marcadores moleculares que ya estan aislados y parcialmente

caracterizados, y los que en el futuro se irdn sumando a los ya existentes.
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Postfacio

La tenia echinococcus habita el intestino de los perros.

Se contagian al comer tripas, achuras, higados crudos de ovejas.

La tenia vive en el centro del perro.

Al acariciar a un perro infectado, la caricia cosecha esporas de
tenia, huevos de tenia, piedritas de la enfermedad parasita.

El hombre acaricia al perro, y luego, en algin momento, sin
lavarse, se lleva la mano a la boca.

[...]

En los drganos, en los pulmones, en el higado del hombre se
desarrolla el quiste hidatico. La enfermedad mortal. Todo por acariciar
al perro. El hombre muere por amor al perro. El hombre muere de
amor sin saberlo.

[...]

Por amar al perro. El perro no lo sabe.

La tenia es una flor en la mierda tibia de can, su largo tallo de
platelminto en el tubo digestivo. Los perros como pajaros ineptos
terrestres transportan de un lado otro el polen de la hidatidosis.
Trasmiten la semilla del mal al hombre y lo matan al lamerlo. Los
perros son asesinos pasionales, locos de amor, contaminados de
muerte.

Lamen y danan. Besan y aman. Matan sin saberlo.

Rafael Courtoisie. Vida de Perro, XV (1997).
(Modificado con permiso del autor.)
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