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Resumen

RESUMEN

Con el propdsito de analizar en Triatoma infestans un gen involucrado en
el proceso de ovogénesis como el que codifica para vitelogenina (Vg),
fosfolipoglicoproteina precursora de vitelina (Vt), se inicio el estudio con la
identificacion de dos genes Vg (Vgl y Vg2). Se determinaron los patrones de
expresion de ambos genes a nivel de transcripcién (QPCR) y proteico (Western
Blot) en cuerpo graso y ovarios de hembras adultas durante la fase pre-
vitelogénica (periodo sin alimentar) y vitelogénica (después de la ingesta de
sangre). Ademas, la expresion a nivel de ARNm se analiz6 en diferentes tejidos
de hembras y machos adultos y en cuerpo graso de ninfas de quinto estadio. No se
detect6 ARNm de Vg en ninfas ni en machos adultos. Ambos genes se expresaron
a nivel transcripcional y proteico en cuerpo graso y ovarios de las hembras adultas
y se observé un efecto significativo de la alimentacion en los niveles de dicha
expresion en el cuerpo graso. Ademas, mediante ensayos de inmunofluorescencia,
se detect6 una fuerte sefial para Vt en los foliculos terminales de hembras
vitelogénicas. El silenciamiento de los genes Vg mediante ARN de interferencia
(ARN;) disminuy6 su expresion en cuerpo graso y ovarios de hembras adultas,

observandose ausencia de oviposicion.



Abstract

ABSTRACT

Two vitellogenin genes (Vgl and Vg2) were identified in the Chagas’
disease vector Triatoma infestans. The expression levels of both genes were
determined by qPCR and Western Blot in fat body and ovaries of adult females,
at different times after molting (pre-vitellogenesis, unfed period) and after a
blood meal (vitellogenic phase). Vgl and Vg2 genes were also evaluated by
gPCR in different tissues of adult males and females as well as in fat body of fifth
instar nymphs. No trace of Vgl or Vg2 mRNAs was detected in adult males or in
nymphs. Both, Vg1 and Vg2 genes, were expressed in the fat bodies and ovaries
of adult females. The data showed a significant effect of feeding on the Vgl and
Vg2 mRNA levels and protein levels in the fat body of adult females. Besides,
the immunoflourescence assays showed a strong signal for vitellin (Vt) in the
yolk bodies of terminal follicles of vitellogenic females. The involvement of
different organs in the synthesis of Vg suggests a different role for these Vgs that
support the oocyte growth. The silencing of the Vg genes by RNA; decreased
their expression in fat body and ovaries of adult females and was observed

absence of oviposition.



IntroduccioOn

1.INTRODUCCION

1.1. Enfermedad de Chagas

La Tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas corresponde a
una infeccion parasitaria causada por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi.
Constituye un grave problema en América Latina, donde hay alrededor de 8
millones de personas infectadas y 109 millones que viven en areas endémicas y
por lo tanto en riesgo de contraer la infeccion (Rassi y col., 2010). En Argentina,
el nimero de personas infectadas con T. cruzi supera actualmente los 2,5 millones.
Aunque la enfermedad se manifiesta fundamentalmente en regiones rurales y
periurbanas que presentan condiciones socioecondémicas y culturales precarias, la
creciente migracion humana a las ciudades en las ultimas décadas ha
incrementado la incidencia de la infeccion con T. cruzi en los centros urbanos.
Esta enfermedad ligada a condiciones de pobreza se presenta en regiones donde
coexiste con otras enfermedades que son mas aparentes y menos silenciosas,
razon por la cual pasa desapercibida como un problema de salud.

La enfermedad en el hombre presenta una fase aguda, en general
caracterizada por fiebre, inflamacion de higado, bazo y ganglios linfaticos, que
persiste por 4 a 8 semanas; luego permanece silenciosa y asintomatica para entrar
en la fase crénica. En promedio, un 70% de los infectados entran en la fase
cronica indeterminada o latente, en la cual pueden sufrir alteraciones leves en el

sistema nervioso y en ciertos rganos como la vesicula biliar y glandulas varias.
7



IntroduccioOn

Sin embargo, en el 10 al 30% de los casos, los pacientes entran en la fase cronica
cardiaca y digestiva. Estos enfermos manifiestan dafios en el sistema nervioso
periférico y lesiones irreparables en drganos internos tales como el corazon,
es6fago y colon después de 10 o 20 afios de adquirida la infeccion. Ademas, es
importante destacar que, en general, esta forma cronica conduce a la muerte
(Laranja y col., 1956; Rosenbaum, 1964). Por otra parte, aunque esta patologia se
puede tratar mediante el uso de ciertas drogas de actividad parasiticida tales como
el benznidazol y el nifurtimox, los pacientes deben permanecer medicados durante
largos periodos, pueden tener reacciones colaterales y la efectividad es a lo sumo
de un 60% (Viotti y col., 1994; Sosa Estani y col., 1998). Al respecto, se ha
demostrado resistencia natural a estos quimicos en algunas cepas de T. cruzi
(OMS, 2002).

Las estimaciones realizadas en base a registros oficiales indican que en la
ultima década, se han producido entre 14.500 y 15.000 muertes atribuidas a la
enfermedad de Chagas (Clayton, 2010; Aufederheide y col., 2004). Las
proyecciones realizadas por la Organizacién Mundial de la Salud para el 2005 y
2015, revelaron que la mortalidad por esta enfermedad seria significativamente
mayor que la producida por otras enfermedades transmitidas por vectores en las
Ameéricas (WHO Statistical Information System, WHOSIS).

Historicamente, la transmision vectorial de T. cruzi ha sido el mecanismo
mas importante mediante el cual los seres humanos son infectados con el parasito.
Se estima que el 85% de los casos se debe a la transmision mediante vectores. Sin
embargo, las transfusiones de sangre, la transmision congénita en la que la madre

infectada transmite el parasito a su hijo y los trasplantes de 6rganos se consideran
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mecanismos secundarios de transmision del parésito (Coura y Vifias, 2010;
Virchhoff, 2011; Mufioz y col., 1992; OMS, 2002). En el hombre, este paréasito
circulante en las vias sanguineas ingresa en ciertas células para reproducirse.
Durante este proceso se produce destruccion celular y se origina una nueva
generacion de parésitos que continuan la infeccion. Los vectores de T. cruzi son
insectos hematdfagos de la subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) que
se infectan al ingerir sangre de ciertos animales domesticos y salvajes reservorios
del parésito. Los parésitos maduran en las vias digestivas del vector hasta alcanzar
su fase infectiva. Cuando el insecto infectado se alimenta, defeca inmediatamente
y los tripanosomas de las heces penetran a través de las mucosas, heridas y/o
abrasiones de la piel producidas principalmente en respuesta al prurito originado

por la picadura.

1.2. Vectores

La enfermedad de Chagas es transmitida por insectos miembros de la
subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae). Esta subfamilia esta constituida
por mas de 140 especies (Stevens y col., 2011), gran parte de las cuales son
susceptibles a la infeccion con T. cruzi. Sin embargo, s6lo unas pocas son
consideradas de importancia epidemioldgica en la transmision de la enfermedad
de Chagas debido fundamentalmente a su elevado grado de asociacion con el
hombre (Schofield, 1988). La importancia de estas especies como vectores

depende de factores biologicos y de comportamiento. Entre ellos, se pueden
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mencionar el tiempo de alimentacion, la capacidad de dispersion y el tiempo
transcurrido entre la comida de sangre y la defecacion (Stevens y col., 2011;
Schofield, 1988). Ademas, es importante destacar su gran adaptacion a los
ambientes domésticos, que involucran tanto a la vivienda como al peridomicilio
(corrales, gallineros, entre otros). Teniendo en cuenta principalmente esta Gltima
caracteristica, se consideran de mayor relevancia epidemioldgica a cinco especies
pertenecientes a los géneros Triatoma, Pastrongylus y Rhodnius (Clayton, 2010;
Aufederheide y col., 2004).

Los triatominos son insectos hemat6fagos obligados; tanto los adultos de
ambos sexos Yy los cinco estadios ninfales se alimentan de sangre y al menos es
necesaria una ingesta para su muda (Hack, 1955). La ingesta sanguinea representa
una condicidn esencial en la evolucion de los triatominos en todas las etapas de su
vida (Canale y Carcavallo, 1985). Por lo tanto, estas especies son vectores
pontenciales de T. cruzi desde su primer estadio debido a que pueden adquirir la
infeccion en su primera ingesta de sangre. Sin embargo, los primeros estadios rara
vez transmiten el parasito ya que deben adquirirlos en una Gnica comida de sangre
(Stevens y col., 2011).

Los insectos vectores se distribuyen desde los Estados Unidos hasta la
Republica Argentina (aproximadamente entre latitudes 40° N y 46° S) (Schofield,
1985). El género mas numeroso y ampliamente distribuido de la subfamilia
Triatominae es Triatoma con mas de 70 especies. Entre las especies transmisoras
de mayor importancia a nivel sanitario se destaca Triatoma infestans, considerada
el principal vector de la enfermedad de Chagas en América del Sur con una

amplia distribucion entre las latitudes 10° y 46° S. En nuestro pais, a esta especie
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se la ha hallado desde el extremo norte en Jujuy hasta el sur de la provincia de
Chubut. T. infestans es responsable de aproximadamente la mitad de los casos de
infeccion con T. cruzi (Bargues y col.,, 2006). Este insecto se encuentra
intimamente ligado al hombre, habitando casi exclusivamente en ambientes
domiciliarios y peridomiciliarios (Schofield, 1985). Al respecto, aunque las
habitaciones humanas constituyen su biotopo méas frecuente, también se lo
encuentra en los refugios de animales domésticos, gallineros, corrales, conejeras,
palomares y depésitos (Canale y Carcavallo, 1985). En el area endémica, la
existencia de viviendas con un patron de construccién que se caracteriza por
paredes de adobe, techos de ramas y hojas de vegetacion local mezclada con tierra
favorecen la supervivencia del vector. En las grietas de paredes y pisos, los
insectos de esta especie encuentran refugio que los protegen de los predadores
domésticos y de condiciones climaticas desfavorables. T. infestans tiene habitos
nocturnos en todas las etapas de su desarrollo y su presencia puede ser detectada
con relativa facilidad debido a que sus deyecciones pueden observarse sobre las
paredes como manchas de tinta china. El insecto puede alimentarse en promedio
durante 15,5 min (Dias, 1956) y se ha observado que las ninfas del tercer estadio
pueden succionar hasta cinco veces su peso (Cerisola y col, 1974). Abalos y
Wygodzinsky (1951), observaron en colonias de T. infestans de laboratorio que
las ninfas recién mudadas no toman su primera comida inmediatamente después
de mudar ya que existe un periodo de reposo prealimentario. Ademas, se detecto6
que las ninfas mudan luego de una sola ingesta sanguinea por estadio y ejemplar,
excepto el estadio ninfal V que necesita dos alimentaciones para alcanzar el

estadio adulto. En relacién a su ciclo de vida, T. infestans tarda aproximadamente

11
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entre 100 y 200 dias para llegar desde el huevo al estado adulto (Figura 1) y esto
depende de la temperatura y la frecuencia de la alimentacion. Se ha estimado que
en regiones mas templadas, estos insectos tienen dos generaciones al afio,
mientras que en las regiones con climas mas frios, excepcionalmente pueden
presentarse dos generaciones (Hack, 1955). Una hembra de T. infestans vive
alrededor de un afio y medio, copula varias veces a lo largo de su ciclo biol6gico y
puede oviponer en total cerca de 600 huevos en toda su vida. Esta alta tasa
reproductiva es esencial para su supervivencia y es un factor crucial en la lucha
contra el vector.

Por ser la enfermedad de Chagas una zoonosis con nuMerosos
reservorios naturales, es muy poco probable erradicarla. Sin embargo se han
llevado a cabo y se estan realizando actualmente, numerosos esfuerzos para
controlar la transmision de la misma, tales como los implementados por la
Iniciativa de Salud del Cono Sur (INCOSUR), la Iniciativa Andina y la Iniciativa
Centroamericana. Estos programas se basan en la realizacion de camparfias de
educacion social, la utilizacidn de insecticidas para eliminar a los triatominos y el
mejoramiento de la calidad de las viviendas en las regiones endémicas. Como
resultado de estas acciones se estima una reduccion de la incidencia del mal de
Chagas en Latinoamérica de alrededor del 65% en el afio 2000 respecto al afio
1990 (OMS, 2002).

El control de vectores es considerado actualmente como una de las
estrategias méas efectivas para reducir la incidencia de la enfermedad de Chagas.
Los programas de control se basan particularmente en la aplicacion de insecticidas

piretroides sintéticos que atacan al sistema nervioso central y periférico

12
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interactuando con canales de sodio (Zerba, 1999). Es importante destacar que
estos insecticidas resultan poco perjudiciales para el ser humano; sin embargo,
con el tiempo los insectos pueden adquirir resistencia a los mismos de tal forma
que su aplicacion seria cada vez menos efectiva (Picollo, 1994; Vassena y col.,
1999). A este respecto, se han observado fallas en el control del vector T. infestas
debido a la existencia de resistencia a los insecticidas piretroides (Picollo y col.,
2005; Germano y col., 2010). Por otra parte, el control de vectores presenta
dificultades por la extension y variabilidad de las &reas endémicas y por el tiempo

requerido para prevenir la recuperacion de las poblaciones tratadas (Dias, 1987).

Huevos Ninfas Adultos

54***

Macho Hembra

Figura 1: Ciclo de vida de Triatoma infestans. El insecto se reproduce por huevos de color blanco
que miden aproximadamente entre 2-3 mm y que cambian a rosado cuando se completa la
evolucién del embrién. Desde que ocurre la oviposicion hasta que alcanza el estado adulto
(formas aladas), la vinchuca pasa por cinco etapas de crecimiento (estadios ninfales) con cambios

graduales de tamafio y sin alas.
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1.3. Ciclo reproductivo de Triatominos

El aparato reproductivo de las hembras de triatominos esta constituido
por oviductos, espermateca, glandulas accesorias, vagina y un par de ovarios
(Figura 2). Cada ovario contiene siete ovariolas que constituyen la unidad
funcional productora del huevo. En general, estan constituidas por un trofario o
germario, lugar donde proliferan las células germinales y se forman los foliculos,
y por un vitelario en el cual los foliculos acumulan los componentes del vitelo y
ocurre la formacién del corion (Raikhel y Dhadialla, 1992; Atella y col., 2005).
En insectos se han descripto distintos tipos de ovariolas (Figura 3) cuyo nimero
varia segun la especie (Atella y col., 2005; Raikhel y col., 2002). Los insectos
triatominos presentan ovariolas de tipo meroistico y subtipo telotréfico (Figura
3B).

En algunas especies de insectos los foliculos dentro de la ovariola pueden
madurar de manera sincrénica dando una postura de huevos en forma conjunta tal
como ocurre en Aedes aegypti y Locusta migratoria o bien presentar un desarrollo
asincronico, dando lugar a una oviposicién de varios dias, como sucede en
Hyalophora cecropia o en Drosophila melanogaster (Raikhel y Dhadialla, 1992;
Swevers, L y col.,, 2005). Los triatominos T. infestans (Stoka y col., 1987),
Rhodnius prolixus (Pratt and Davey, 1972) y Dipetalogaster maxima (Aguirre y
col., 2008) presentan ovariolas con desarrollo asincronico, motivo por el cual se

observan ovocitos en diferentes estados de maduracién en forma simultanea.
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Filamentos terminales —>
7/
/2/

Ovariolas

> Ovario

Espermateca

Oviducto lateral : /
1)« e |

Oviducto comun
Glandula accesoria

Figura 2: Esquema del aparato reproductivo de las hembras de triatominos (Adaptada de Stoka y

col., 1987).

Nucleo

Vitelario
Células foliculares

Qocito

Trofocitos

Figura 3: Esquemas de los distintos tipos de ovariolas. Ovariola de ovario panoistico (A),
ovariolas de ovario meroistico, telotréfico o acrotrofico (B) y politréfico (C) (Adaptada de Stoka y

col., 1987).
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En el ciclo reproductivo de triatominos se pueden distinguir las fases pre-
vitelogénica, vitelogénica y post-vitelogénica. La fase pre-vitelogénica transcurre
desde la ecdisis de la hembra al estadio adulto hasta que ingiere una comida de
sangre. La etapa vitelogénica se inicia con la ingesta de sangre y se caracteriza por
el rapido crecimiento de los ovocitos terminales como consecuencia del activo
proceso de captacion de precursores del vitelo, particularmente de vitelogenina
(Vg) que es la proteina precursora de vitelina (\Vt). Finalmente, el periodo post-
vitelogénico comienza al final de la oviposicion (Figura 4). Durante esta Gltima
fase, si la hembra no recibe una segunda ingesta de sangre, los ovocitos terminales
son resorbidos (Aguirre y col., 2011). A diferencia de los triatominos, en los
insectos con ovariolas de desarrollo sincrénico, la fase post-vitelogénica coincide
con el final del proceso de acumulacion de los precursores del vitelo y marca el
inicio de la formacion del corion (Klowden, 1997; Stoka y col., 1987; Swevers y

col., 2005).

Ecdisis al estadio adulto Ingesta de sangre Inicie de oviposicién Fin de oviposicién

A 4

Pre-vitelogénesis Vitelogénesis Post-vitelogénesis

Figura 4: Fases del ciclo reproductivo de Triatominos.
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En triatominos, antes del estimulo de la ingesta de sangre, los ovocitos de
una ovariola migran hacia el epitelio prefolicular permaneciendo unidos al trofario
por los cordones troficos (ovocitos en posicion J). Por debajo de la region
prefolicular se dispone el ovocito en posicion y, rodeado de células foliculares
binucleadas de gran tamafio. A continuacion se observa el ovocito en posicion
rodeado por células foliculares (Figura 5). Los ovocitos vy y B creceran hasta
alcanzar un tamafio critico o estado pre-vitelogénico que en T. infestans y R.
prolixus es de aproximadamente 700 um y 400 pum, respectivamente (Aguirre y
col., 2011; Stoka y col., 1987). Cuando las hembras de triatominos reciben el
estimulo adecuado de alimentacion, los ovocitos terminales (posiciéon o o
vitelogénicos) aumentan de tamafio y se rodean de un epitelio folicular
monoestratificado, conformando un foliculo (Figura 5) (Stoka y col., 1987; Atella
y col., 2005). Luego de adquirir el tamafio maximo, los ovocitos vitelogénicos son
corionados y ovulados en tanto que aquellos que ocupaban la posicion B, entraran
en vitelogénesis. Es importante destacar que en las hembras de los triatominos
cada ovariola presenta un solo ovocito en vitelogénesis por vez, aunque su
desarrollo asincronico permite observar foliculos terminales de diferentes tamafios

(Stoka y col., 1987; Aguirre y col., 2011).
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Ovariola

Células nutricias

\ >. Trofario

e Epitelio pre-folicular
OVOCito & iy » M/<
Ovocitoy -—”‘ ;

\)

OVOCIOR iy

Ovocitoa \ \

Célulasfoliculares’a 5, )

Figura 5: Esquema de ovariola de hembras de triatominos, en la que se distingue el trofario con
las células nutricias y el vitelario donde se disponen los ovocitos en diferente grado de desarrollo

(Figura adaptada de Stoka y col., 1987).

1.3.1. Vitelogénesis

En los insectos, como en otros organismos oviparos, el desarrollo del
embrion ocurre fuera del cuerpo de la madre. Por lo tanto, para que el huevo
sobreviva es necesario utilizar el material previamente almacenado. Este material
al que se denomina vitelo, estd compuesto por proteinas, lipidos, azlucares y una
pequefia proporcion de otros componentes que se encuentran almacenados en el
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interior del huevo de una manera altamente organizada (Atella y col., 2005).

La acumulacion de los componentes del vitelo implica un proceso en el
cual un tejido extra ovarico, el cuerpo graso, produce las proteinas que
posteriormente seran acumuladas en el huevo. En la mayoria de los insectos, el
cuerpo graso es el sitio exclusivo de sintesis de proteinas precursoras del vitelo
(PPVs) como la Vg y en otros, el ovario es un dérgano vitelogénico
complementario (Melo y col., 2000; Raikhel y col., 2005). Sin embargo, se ha
descripto que en algunas especies de dipteros el ovario es el sitio exclusivo de
sintesis de PPVs (Raikhel y col., 2005). Por otra parte, aunque Vg se considera
generalmente una proteina especifica de hembras, en algunas especies de insectos
se han observado sintesis de Vg en machos (Engelmann, 1979; Trenczek y
Engels, 1986; Valle, 1993; Piulachs y col., 2003). Ademas, se ha detectado
sintesis de Vg en hembras ninfas de quinto estadio en R. prolixus (Valle y col.,
1993).

El cuerpo graso es un 6rgano que combina las funciones del higado y del
tejido adiposo de vertebrados y estd conformado por multiples I6bulos que estan
principalmente distribuidos en el abdomen y en un menor grado en el torax y la
cabeza. Esta estructura multilobular le permite al tejido una mayor interaccion con
la hemolinfa (Raikhel y col., 2005; Tufail y col., 2005). Desde el punto de vista
fisiolégico, es el responsable del metabolismo y almacenamiento de
carbohidratos, lipidos y proteinas, asi como de sintetizar la mayoria de las
proteinas de la hemolinfa (Raikhel y col., 2005; Tufail y col., 2005).

La principal PPV sintetizada por el cuerpo graso es la Vg, que suple con

aminoéacidos, fosfatos y en menor medida lipidos, al embrion en desarrollo (Atella
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y col., 2005; Giorgi y col., 2005; Masuda y col., 2005). Como se menciono
anteriormente, los triatominos son insectos hemat6fagos obligados y por lo tanto
ingieren grandes cantidades de sangre en una Unica comida. Esta comida de
sangre le aporta aminodcidos y lipidos que pueden ser utilizadas para la
produccion de moléculas como Vg (Atella y col., 2005). La Vg es sintetizada en
los ribosomas del reticulo endoplasmatico rugoso, posteriormente transferida al
aparato de Golgi y empaquetada dentro de vesiculas secretorias que emergen del
mismo. Durante este proceso la molécula naciente de Vg es clivada
proteoliticamente y luego las subunidades resultantes son ensambladas vy
secretadas juntas como una proteina de alto peso molecular (Tufail y takeda,
2008). Ademas, las moléculas de Vg son modificadas para permitir el transporte
de carbohidratos, lipidos, sulfatos y otros nutrientes a través de la hemolinfa hacia
el ovario, siendo la glicosilacion un paso importante en la subsecuente secrecién
de Vg por parte del cuerpo graso.

Una vez que las moléculas de Vgs son secretadas hacia la hemolinfa, son
captadas por los ovocitos en desarrollo. La captacion de Vg se lleva a cabo a
través de endocitosis mediada por receptores (RsVQ) (Figura 6). Por accion de la
hormona juvenil (HJ) se estimula que las células foliculares disminuyan su
tamafio y se abran canales entre ellas, fendmeno conocido como patencia (Davey
y Huebner, 1974; Davey 1996 y Davey, 2007). Esto permite a la Vg poder
penetrar y entrar en contacto con la superficie del ovocito, donde se encuentran
los RsVg. La V(g circulante en la hemolinfa se une a receptores localizados en las
microvellosidades y en las depresiones recubiertas de clatrina de la membrana

oocitica para su posterior internalizacion como vesiculas recubiertas. Estas
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vesiculas se fusionan con endosomas, donde se produce la disociacion del
complejo Vg/RVg, se forman los granulos de vitelo transitorios (GVt) y los
receptores vuelven a la superficie del ovocito. A continuacion la Vg perderé su
contenido de lipidos para cristalizar como Vt y conformar los granulos de vitelo

maduros (GV) (Tufail y takeda, 2008; Sappington y Raikhel, 1998).

Rvg U - 2 a2 o

Vg 4 [ ] o > a2,

vt o e @ GV -
Clatring miie = @ =1

L]

Figura 6: Esquema de los principales eventos de captacion e internalizacion de Vg por los
ovocitos de Aedes aegypti. CF, células foliculares; MV, microvellosidades; DR, depresiones
recubiertas; VR, vesiculas recubiertas; ET, endosomas tempranos; GVt, granulo de vitelo
transitorio; GV, granulo de vitelo maduro; Vg, vitelogenina; Vt, vitelina; RVg, receptor de Vg

(Snigirevskaya y Raikhel, 2005).
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1.3.2. Regulacion de la vitelogénesis

La sintesis y la acumulacion de las proteinas del huevo se encuentran
bajo un control hormonal y nutricional (Figura 7) (Atella y col., 2005; Valle y
col., 1993; Valle, 1993). Ademas, se demostré en Triatoma protracta y R.
prolixus que la vitelogénesis es estimulada por el apareamiento (Mundall y
Engelmann, 1977; Davey, 1987).

Estudios pioneros pusieron en evidencia el rol de la HJ en la regulacion
de la vitelogénesis en R. prolixus (Wigglesworth, 1936; Coles, 1965).
Posteriormente, se evidencid que la vitelogénesis en insectos se encuentra
controlada bésicamente por dos hormonas, la HJ y la ecdisona (Valle, 1993). Se
ha descripto que la distencion abdominal que provoca la ingesta de sangre induce
a una glandula neuroendécrina localizada en el complejo retrocerebral,
denominada corpora allata, para producir la HJ. Sin embargo, la distencién por si
sola no es suficiente para inducir la ovogénesis ya que depende de la presencia de
proteinas en la dieta (Garcia y Azambuja, 1985). Por otra parte, se ha observado
que la HJ también se libera en respuesta al apareamiento. En la actualidad, el
conocimiento de la fisiologia reproductiva y regulacion enddcrina de la
vitelogenesis en insectos deriva principalmente de estudios realizados en el
mosquito vector de la fiebre amarilla, A. aegypti (Raikhel, 2005; Raikhel y col.,
2002). Se demostro que las células foliculares sintetizan 20-hidroxiecdisona (20-
HE) y ésta estimula la sintesis de Vg en el cuerpo graso durante la vitelogénesis.

Ademas, se vio que en D. melanogaster, la vitelogénesis es coordinada de manera
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compleja por HJ y por 20-HE (Belles, X. 2005; Bownes, M. 2005).

En los vectores de la enfermedad Chagas, cada ciclo gonadotréfico y el
desarrollo de huevo esta fuertemente relacionado a la ingesta de una comida de
sangre. Hack (1955) infirio, a través de sus experiencias en T. infestans, que es
necesario el alimento para posibilitar la puesta de huevos y que cada ingesta
sanguinea determina un periodo de ovoposicion de aproximadamente 11-12 dias a
una temperatura ambiente de 28°C. Sin embargo, se ha observado autogenia en
algunas especies de Triatominae como T. infestans y R. prolixus, es decir la
capacidad de una hembra para poner sus huevos sin ingesta de sangre en la etapa
adulta (Noriega, 1992).

Segun el modelo de regulacién de la vitelogénesis actualmente aceptado
para los triatominos (Figura 7), cuando una hembra ingiere sangre del hospedador
vertebrado, se promueve la distension intestinal y se induce la sintesis y secrecion
de HJ (Davey, 1987; Venugopal y Kumar, 2000). En la circulacion, la HJ ejerce
su accion sobre dos 6rganos blancos principales, el cuerpo graso y el ovario. En el
cuerpo graso la HJ activa la expresion de genes para la sintesis de PPVs, de las
cuales la Vg es la mas abundante (Davey, 1987). En el ovario, la HJ induce
patencia, lo que facilita la llegada de los precursores del vitelo desde la hemolinfa
al ovocito (Davey, 2007; Davey, 2000). Ademas, la HJ estimula en el ovocito la
captacion de Vg y otras proteinas a través de endocitosis mediada por receptor
(Sappingon y Raikhel, 1998; Venugopal y Kumar, 2000; Davey, 2007).

A pesar de la importancia crucial que tiene la expresion de la
vitelogenina en la reproduccién de T. infestans, insecto clave para la transmision

de la infeccidn con el parésito T. cruzi, ain no ha sido caracterizado su gen y se
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desconoce su cinética de expresion entre sexos y a través del desarollo.

Distencion intestinal Estimulacion de la corpora allata

7

~—-Corpora allata
~1-Brain

; . A Sintesis y secrecion de HJ
1 LR | .
Ingesta de sangre )\ )\
IVt ol Tl NN \)Lo/ ]
o

Hormona Juvenil
N\

N,
&

Cuerpo graso

Ivs

Figura 7: Esquema de la regulacion endécrina y nutricional de la vitelogénesis en Rhodnius
prolixus. La ingesta de sangre produce la distencion intestinal que estimula a la corpora allata
para sintetizar y secretar HJ. Una vez en circulacion, la HJ induce cambios en el cuerpo graso y
tejido ovarico, promoviendo la sintesis de Vg en el primero y su captacién y dep6sito en el

segundo. HJ: Hormona Juvenil; Vg: Vitelogenina; Vt: Vitelina.

1.4. Vitelogenina

La vitelogénesis es el periodo de rapido crecimiento del ovocito y es

cuando ocurre el depésito de vitelo en el mismo. Diversas PPVs son acumuladas
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en los ovocitos durante la fase vitelogénica, siendo la Vg la mas relevante desde
un punto de vista fisioldgico por ser la proteina precursora de Vt que constituye la
principal reserva de energia del huevo. Las Vgs de los insectos son
fosfolipoglicoproteinas sintetizadas como precursores de ~200 kD derivadas de un
ARNmM de ~6-7 kb (Tufail y col., 2014). La secuencia de amino &cidos, estructura
y composiscion de las Vgs son muy conservadas entre insectos y otros animales
oviparos, sugiriendo su origen comdn a partir de una proteina ancestral
(Sappington y col., 2002). Ademas, comparten cierta homologia con otras
proteinas mas alejadas, las lipoproteinas (Raikhel y col., 2005). Se han descripto
familias multigénicas constituidas por dos o tres genes que codifican para Vgs en
diversas especies de insectos (Hughes, 2010), como por ejemplo en L. migratoria,
Leucophaea maderae, Riptortus clavatus, Plautia stali, Periplaneta americana y
A. aegypti.

Una caracteristica llamativa de la Vg de insectos es la presencia de un
dominio poli-serina que se encuentra conservado en la region N-terminal de todas
las secuencias de Vg, excepto en miembros del suborden Apocrita
(himendpteros). Si bien todavia no es claro el rol que desempefia la region poli-
serina, se cree que podria servir como un sitio de fosforilacion. La madltiple
fosforilacion de proteinas podria regular muchas actividades de la misma,
incluyendo su clivage. Se estima, ademas, que las regiones fosfoserina presentan
una densidad de cargas negativas muy importante que contribuye a la solubilidad
de la proteina (Tufail y Takeda, 2008; Havukainen y col., 2012).

Las moléculas de Vgs son modificadas por glicosilacion, fosforilacion y

a veces, sulfatacion y posteriormente la mayoria de las Vgs de insectos son
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clivadas en una subunidad mayor y otra menor antes de ser secretada a la
hemolinfa como grandes moléculas oligoméricas (Chen y col., 1997; Raikhel.,
2005).

En todos los insectos, excepto los pertenecientes al suborden Apocrita, el
producto primario del gen Vg es clivado en un sitio consenso (R/K) XX (R/K) por
endoproteasas del tipo subtilisina y una protoproteina convertasa. Este motivo de
cuatro residuos aminoacidicos ha sido detectado de manera conservada en el
extremo N-terminal en la mayoria de las Vgs y se encuentra flanqueado por
dominios poli-serina (Figura 8) (Tufail y Takeda 2008; Raikhel, 2005; Shu y col.,
2009 y Havukainen y col., 2012). En los insectos hemimetabolos, el precursor de
Vg es sucesivamente clivado en varias subunidades, polipéptidos mayores y
menores; el motivo RXXR suele estar también préximo al extremo C-terminal o
en el centro del precursor (Figura 8) (Tufail y Takeda, 2008; Raikhel, 2005).

Alineamientos de la regién C-terminal revelaron que los motivos
GL/ICG, DGXR vy los residuos cisteina se encuentran altamente conservados en
las secuencias de Vg de casi todos los insectos. En la mayoria de las secuencias, el
motivo DGXR se localiza a 17-19 residuos del motivo GL/ICG. Se cree que este
ultimo motivo, junto con los residuos de cisteina y el motivo DG formarian la
estructura necesaria para el correcto desempefio de las Vts durante la

embriogénesis (Figura 9) (Tufail y Takeda, 2008; Shu y col., 2009).
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Figura 8: Comparacion de la estructura de 27 Vgs pertenecientes a 25 especies de insectos. Las
secuencias RXXR son sitios de clivaje consenso durante el procesamiento post-traduccion. Los
cuadrados indican la localizacion de dominios poliserina en la molécula de Vg (Figura adaptada de

Tufail y Takeda 2008).
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DSGYMSKTEGLCGPYNGEYIDDEFTT PQD-CVVDDPVVFAKTYAFKEDYSTRPKPVSQYST
DYSEYNNFVGLCGINNGEYFDE FVT ADQ-CYMRKPEFFAASYATITGONCT GP == ———~~A
SEDYRYSVRGLCGNFDHDSTND FVG PKN-CLERKPERFVASYALI SNQCEGD == ===~=5
NSKERDASRGICGTFDGEQE TDFLAPNN-C ILEKPVNEFVQ SY TLEWLNQRYT == === ==T

SNGYRDEVRGLCGTFDGEPT TDETT PSN-CILNDPKAFINSYRLGGDREDNAWMINYRAQ
SNIYRNKIRGLCGNMDGEEI TDLLT PNE-CYE LDYKKFFEAY TNGNQHYMDKTCIRYFPI
SNIYRNKTRGLCGNMDGEEI TDLLT PNE-CYE LDYKKEFFEAY TNGNQEYMDKTCIRYFPI
SNMYRNF TKGLCGNMDGEEVND VLT P G~-CYAKIMAL FVASYADN §- ~~~NSEVRKIKAT

GNHYRNQVRGLCGTFDGEPS TDFKA PON-CHVROVEDLILAY TLVRDLDRSRLRDENICV
—QDYRNSTRGICGRMSGEQRDDYLT PEG--LVDKPEL YAAAY SLNEENSDPK -~ ——---T
RGL/ICG DGE D P "¢

Figura 9: Comparacidn estructural de una porcion de la region C-terminal de 18 Vgs de insectos:
Plautia stali Vg 1 (Ps Vgl), Plautia stali Vg 2 (Ps Vg2), Plautia stali Vg3 (Ps Vg3), Riptortus
clavatus Vg (Rc Vg), Rhodnius prolixus Vg (Rp VQg), Lethocerus deyrollei Vg (Ld Vg), Nilaparvata
lugens Vg (NI Vg), Graptopsaltria nigrofuscata Vg (Gn Vg), Homalodisca coagulata Vg (Hc Vg),
Periplaneta americana Vg 1 (Pa Vgl), Periplaneta americana Vg2 (Pa Vg 2), Tenebrio molitor Vg
(Tm Vg), Aedes aegypti Vg (Aa Vg), Bombix mori Vg (Bm Vg), Leucophaea maderae Vg 1 (Lm Vg
1), Leucophaea maderae Vg 2 (Lm Vg2), Blattella germénica Vg (Bg Vg) y Apis melifera Vg (Am

Vg). Los motivos DGXR, GL/ICG, DGy los residuos conservados se muestran resaltados (Figura

adaptada de Tufail y Takeda, 2008).
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1.5. Proteinas minoritarias precursoras del vitelo

Un ndmero minoritario de proteinas son secretadas por el cuerpo graso de
hembras durante la vitelogénesis y acumuladas selectivamente por los ovocitos en
desarrollo.

Los lipidos son una fuente de energia critica durante la embriogénesis y
representan el 30-40% del peso seco del huevo. Las lipoforinas (Lp) son proteinas
transportadoras de lipidos en insectos y juegan un rol importante en la
acumulacion de lipidos en los ovocitos. La captacion de los lipidos ocurre via
endocitosis mediada por receptores. Se han detectado en algunas especies como A.
aegypti, L. migratoria y Blattella germanica la presencia de receptores ovaricos
para Lp (LpR) (Raikhel y col., 2005; Atella y col., 2005). Ademas de las proteinas
mencionadas anteriormente se encuentran, la microvitelina, proteina de unién al
grupo hemo presente en R. prolixus (RHBP) y la proteina de union a calcio
(Raikhel y col., 2005; Atella y col., 2005).

Por otra parte, la degradacion de las proteinas del vitelo en moléculas
mas pequefias ocurre a lo largo de la embriogénesis y probablemente esté regulada
a través de una bateria de proteasas. Hasta el presente, se han detectado en A.
aegypti dos proenzimas especificas de hembras. Una de ellas es la
carboxipeptidasa vitelogénica (CPV) y la otra, catepsina B (CBV). Ambas utilizan
la misma via secretoria que la Vg y se depositan en la capa amorfa periférica que
rodea el nucleo central de Vt, sugiriendo que juegan un rol importante en la

protedlisis de Vt durante el desarrollo embrionario (Fialho y col., 2002;
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Yamahama y col., 2005; Raikhel y col., 2002, 2005; Oliveira y col., 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este proyecto es analizar un gen de importancia en
la reproduccion de Triatoma infestans, vector de la enfermedad de Chagas. Este
estudio aportara nuevas bases que podrian ser de utilidad para el desarrollo de
estrategias alternativas de control que permitan limitar eficientemente la
propagacion de la enfermedad en la poblacion, fundamentalmente en areas en las

que el vector manifiesta resistencia al tratamiento con insecticidas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Con el proposito de caracterizar el gen de la vitelogenina y analizar su
expresion en T. infestans, se propuso:
a) Determinar la secuencia de ADN copia (ADNCc) del gen de la vitelogenina en T.
infestans.
b) Analizar sus niveles de expresién en diferentes tejidos y estadios evolutivos del
vector.
c) Determinar la expresion del gen en diferentes condiciones de alimentacion del
insecto.
d) Iniciar estudios de silenciamiento del gen de la vitelogenina utilizando ARN de
interferencia (ARNI).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Insectos

Los ejemplares de Triatoma infestans utilizados en este estudio proceden
de una colonia de laboratorio del Centro de Referencia de Vectores del Servicio
Nacional de Chagas de Coérdoba, en las que las condiciones normales de
mantenimiento son las siguientes: a) Temperatura: 28 + 1°C; b) Humedad: 60-
70%; c) luminacion diaria: 6 horas de luz y 18 horas de oscuridad; d)
Alimentacién de los insectos sobre gallinas una vez cada 15 dias.

Para los experimentos disefiados en este trabajo, las hembras fueron
separadas de los machos a partir del estadio ninfal V segun lo descripto por
Espinola (1966). Posteriormente, fueron alimentadas con dos comidas de sangre
con un intervalo de 15 dias, asegurando en estas condiciones la obtencion de
hembras no autdgenas (Marcato y col., 2003). En esta etapa se separd un grupo
experimental constituido por hembras de estadio ninfal V. El otro grupo
experimental consisti6 de hembras y machos que se mantuvieron separados
después de su emergencia a adultos hasta que fueron capaces de recibir una
comida de sangre el dia 7 posterior a la ecdisis. Después de la alimentacion, se
colocaron en forma individual parejas de ambos sexos en diferentes contenedores
y se verificd el apareamiento por la presencia del espermatéoforo.

Como se indica en la Figura 10, en condiciones estandarizadas de
laboratorio, la fase comprendida entre la ecdisis al estadio adulto y la primera
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alimentacion de las hembras (periodo pre-vitelogénico) es de aproximadamente 7
dias. La ingesta de sangre marca el comienzo de la fase vitelogénica. La primera
oviposicion ocurre entre los dias 13-15 post-alimentacion, extendiéndose hasta los
dias 22-23 posteriores a la ingesta de sangre. EI comienzo de la fase post-

vitelogenica se registro por el cese de la postura de huevos.

Ecdisis al estadio adulto Ingesta de sangre Inicio de oviposicién Fin de oviposicién
(Dia 0) (Dia 7 post-ecdisis) (Dias 13-15 post-alimentacién) (Dias 22-23 post-alimentacion)
Pre-vitelogénesis Vitelogénesis Post-vitelogénesis

Figura 10: Etapas del ciclo reproductivo de hembras adultas de Triatoma infestans.

3.2. Extraccion de tejidos

Con el propdésito de aislar fragmentos de ADN copia (ADNc) del gen de
la vitelogenina (Vg) en T. infestans, se extrajo cuerpo graso y ovarios de hembras
adultas entre los dias 3 'y 6 después de la alimentacion.

Para determinar la expresion del gen Vg a nivel de transcripcion en
diferentes tejidos y estadios evolutivos del insecto vector, inicialmente se llevaron
a cabo extracciones de cuerpo graso, cabeza y musculo de hembras y machos
adultos. Conjuntamente, se extrajo cuerpo graso de hembras de estadio ninfal V' y
ovarios de hembras adultas. Todas las extracciones se realizaron el dia 5 post-

alimentacion.
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Con el objetivo de analizar los niveles de ARNm en diferentes dias post-
alimentacion, se obtuvo cuerpo graso Yy tejido ovarico de individuos adultos de T.
infestans segun se indica a continuacion:

Extraccion de cuerpo graso de hembras:

o Periodo pre-vitelogénico: dias 2, 4 y 6 post-muda.

. Periodo vitelogénico: dias 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,

14, 17, 20 y 24 post-alimentacion.

Ademas, se extrajo cuerpo graso de machos adultos los mismos dias
indicados para las hembras.

Extraccion de ovario:

. Periodo pre-vitelogénico: dias 2, 4 y 6 post-muda.

. Periodo vitelogénico: dias 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,

14 y 17 post-alimentacion.

Por otra parte, con el proposito de analizar dicha expresion en otra etapa
evolutiva del insecto se recolectd cuerpo graso de hembras de estadio ninfal V. En
este caso, las extracciones se realizaron diariamente entre los dias 5 y 15
posteriores a la segunda alimentacion, periodo a partir del cual comienzan a
mudar a adultos.

Para determinar la expresion de Vg a nivel proteico, se obtuvo cuerpo
graso y tejido ovarico de hembras adultas de T. infestans en dias representativos
de cada fase del ciclo reproductivo del insecto vector, segun se indica a
continuacion:

Extraccién de cuerpo graso:

. Periodo pre-vitelogénico: dias 3, 8 y 10 post-muda.
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. Periodo vitelogénico: dias 3, 7, 10, 14, 17, 20 y 22 post-

alimentacion.

Extraccion de ovarios:

o Periodo pre-vitelogénico: dias 3, 8 y 10 post-muda.

o Periodo vitelogénico: dias 3, 6 y 10 post-alimentacion.

Ademas, para realizar ensayos de inmunofluorescencia indirecta se
obtuvo tejido ovérico el dia 7 post-muda y el dia 4 post-alimentacion. Por otra
parte, con el objetivo de iniciar estudios de silenciamiento del gen Vg mediante la
utilizacion de ARN de interferencia (ARN;), se extrajo cuerpo graso Yy tejido
ovarico de hembras adultas de T. infestans los dias 4 y 5 post-alimentacion,
respectivamente.

Para aislar fragmentos de ADNc del gen Vg, analizar su expresion a nivel
de transcripcion e iniciar estudios de su silenciamiento, se extrajeron pooles de
cuerpo graso, tejido ovarico, cabeza y musculo de individuos de T. infestans en
condiciones asépticas e inmediatamente después de la extraccion se mantuvieron
en nitrégeno liquido hasta el momento de su utilizacion. Mientras, que para
determinar la expresion de Vg a nivel proteico se diseccionaron pooles de cuerpo
graso y tejido ovérico en presencia de buffer fosfato salino frio (PBS: Na,HPO,/
KH,PO,4 6,6 mM, NaCl 150 mM, pH 7,2) empleando una lupa estereoscopica
equipada con fibra dptica. En este Gltimo caso, los tejidos se conservaron a -20°C

con inhibidores de proteasas.
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3.3. Extraccion de ARN

3.3.1. Extraccién de ARN total utilizando TRIZOL (Invitrogen)

La extraccion de ARN total para la posterior obtencion de fragmentos de
ADNCc del gen Vg se realizd a partir de un pool de cuerpo graso y de un pool de
ovarios extraidos de hembras adultas de T. infestans.

Se procedié a extraer el ARN total a partir de 100 mg de tejido. Se
colocé la muestra en un homogenizador de vidrio estéril con 1 ml de TRIZOL y se
comenz6 a disgregar el tejido hasta obtener una mezcla turbia homogénea. Este
material se incub0 a temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente, el tejido
homogenizado se colocd en un tubo tipo eppendorf y se centrifugd a 14.000 x g
durante 5 min. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo estéril, se le
adicion6 0,2 ml de cloroformo y se agitd vigorosamente durante 15 seg.
Inmediatamente, se centrifugd a 12.000 x g durante 10 min a 4°C. La fase acuosa
(superior) fue transferida a un nuevo tubo estéril, se agregé 500 ml de isopropanol
y se mezcld enérgicamente antes de ser incubada a temperatura ambiente durante
10 min. Luego se centrifugd a 12.000 x g durante 10 min a 4°C, se descartd el
sobrenadante y se lavd el precipitado con 500 pl de etanol 75%, agitando
suavemente para asegurar la limpieza de todas las paredes del tubo. Se centrifug6
a 7.500 x g durante 5 min a 4°C, se descart el sobrenadante y se dejo secar el
precipitado a temperatura ambiente. Finalmente, se resuspendi6 el ARN en 20 pl

de agua libre de ARNasa (DEPC 0,01%) y se tomaron 2 ul que se sembraron en
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un gel de agarosa al 1,2% para constatar la integridad del ARN obtenido. El tubo

con el ARN total fue guardado en freezer a -20°C.

3.3.2. Extraccion de ARN total utilizando el kit de purificacion de ARN

MasterPure (Epicentre)

Las extracciones de ARN total para las determinaciones de expresion del

gen de Vg en T. infestans se realizaron a partir de pooles de:

. Cuerpo graso, ovarios, musculo y cabeza de hembras adultas.
o Cuerpo graso, musculo y cabeza de machos adultos.
. Cuerpo graso de hembras de estadio ninfal V.

Se procedio a extraer el ARN total a partir de 5 mg de tejido. Se coloc6
cada muestra en un homogenizador de vidrio esteril conteniendo 300 pl de una
solucidn para la lisis de células y tejidos (1 pl de 50 pg/pl de Proteinasa K en 299
ul de Tissue and Cell Lysis Solution) y se comenz6 a disgregar el tejido hasta
obtener una mezcla turbia homogénea. EI material homogeneizado se transfirié a
un tubo estéril tipo eppendorf y se agitd vigorosamente. Posteriormente, se
incubaron las muestras a 65°C durante 15 min, agitando vigorosamente cada 5
min. A continuacion, se colocaron las muestras en hielo durante 5 min. Se
afiadieron 150 pl de un reactivo para precipitar proteinas (MPC Protein
Precipitation Reagent) a los 300 pl de cada muestra y se agitd vigorosamente
durante 10 seg. Para precipitar los residuos se centrifugo a 14.000 x g durante 10

min. Se transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo estéril, se agregaron 500 ul de
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isopropanol y se invirtié 40 veces el tubo para mezclar. Para precipitar los acidos
nucleicos, se procedid a centrifugar el contenido del tubo a 14.000 x g durante 10
min a 4°C. Se vertié cuidadosamente el contenido del tubo para evitar despegar el
precipitado y se removio todo el isopropanol con una pipeta. Se procedio a
eliminar el ADN residual contaminante, resuspendiendo el precipitado en 200 pl
de una solucion de ADNasa (5 pl de RNase-Free DNase | en 195 pl de 1X DNase
buffer) y se incub6 durante 30 min a 37°C. Finalizado el periodo de incubacion, se
afiadieron 200 pl de una solucién de lisis (2X T and C Lysis Solution) y se agit6
vigorosamente durante 5 seg. A continuacion, como se detallo precedentemente,
se procedio al tratamiento con el reactivo para precipitar proteinas (MPC Protein
Precipitation Reagent) y el posterior tratamiento del sobrenadante con
isopropanol para finalmente centrifugar y obtener el precipitado de ARN. Luego,
se lavo dos veces el precipitado con etanol 75%, descartando el sobrenadante y se
seco el precipitado a temperatura ambiente. Finalmente, se resuspendié el ARN en
32 pl de buffer TE y se afiadié 1 pl de un inhibidor de  ARNasa (ScriptGuard).
Para constatar la integridad del ARN obtenido se tomaron 2 pl de la muestra y se
sembraron en un gel de agarosa al 1,2%. El tubo con el ARN total fue guardado

en freezer a -20°C.

La cuantificacion del ARN extraido mediante los métodos descriptos en
los puntos 3.3.1. y 3.3.2. se realizd en un espectrofotometro a una longitud de
onda de 260 nm y 280 nm, considerando que una unidad de absorbancia a 260 nm

equivale a 40 pg/ml. Se determiné su pureza mediante la relacion 260/280 nm.
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3.4. Sintesis de ADN copia (ADNCc)

La sintesis de ADNc se realizo a partir del ARN total utilizando la
enzima transcriptasa reversa SuperScript 111 (Invitrogen).

En un tubo de microcentrifuga de 0,2 ml libre de nucleasas se
combinaron:

. 1-5 pg de ARN total

o 1 pl de oligo (dT)zo (50 uM)

. 1 pl de dNTP mix (10 mM)

o Agua destilada estéril hasta un volumen de 13 pl

La mezcla se incubé a 65°C durante 5 min y se enfrié en hielo por 3 min.
A continuacion, para la sintesis de la primera cadena de ADNCc, se agrego:

. 4 ul del buffer 5X

. 1 pl del buffer DTT (0,1M)

o 2 ul de Transcriptasa Reversa SuperScript [11 (200U/pl)

El volumen final de la mezcla de reaccion (20 pl) se mezcl6é suavemente
y se incubd a 55°C durante 60 min. Una vez terminada la incubacion se inactivo la

enzima por calentamiento a 70°C durante 15 min.

Para la amplificacion de fragmentos superiores a 1 kb se requirio

remover el ARN complementario al ADNc mediante el tratamiento con ARNasa
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H (Invitrogen). Al tubo conteniendo la reaccion anteriormente descripta se le

afadié 1 pl de ARNasa H (2U/ul) y se incubd a 37°C durante 20 min.

3.5. Amplificacion rapida del extremo 3" del ADNc (3"-RACE)

3.5.1. Sintesis de ADN copia (ADNCc)

Con el proposito de obtener el extremo 3’ del gen Vg se implemento el
método de amplificacion rapida de los extremos de ADNc (RACE) utilizando el
Kit GeneRacer (Invitrogen). De acuerdo al protocolo descripto en el punto
anterior (3.4.), se obtuvo la primera cadena de ADNc mediante la transcripcion
reversa de ARN total procedente de cuerpo graso de un pool de hembras adultas
entre 3y 6 dias después de la alimentacion, utilizando la enzima SuperScript 111 y
el primer GeneRacer Oligo dT. Este primer contiene un adaptador anexado al
oligo(dT)n que solo permite retrotranscribir y amplificar el ARNm con cola

PolyA.

3.5.2. Amplificacion del extremo 3° del ADNc

Para obtener el extremo 3" del ADNc que codifica para Vg se llevaron a
cabo reacciones de amplificacion, mediante el método de reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR). En la PCR se utilizé el primer GeneRacer 3° (complementario
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a la secuencia del adaptador del primer GeneRacer Oligo-dT) en combinacion con
uno disefiado por Lee y col. (2000) (Tabla 1) a partir de una regién conservada
correspondiente a la secuencia de aminoacidos GL/ICG cercana al extremo C-
terminal de la proteina (Romans y col., 1995; Nose y col., 1997).

Se combinaron los siguientes reactivos en un volumen final de 50 pl:

34,27 ul de agua

o 5 ul del buffer Amersham, 10X

. 2 ul de mezcla de dNTP (10 mM)

o 3,33 pl de primer GeneRacer 3’ (10 pM)
J 3,33 pl de primer 1-6 (10 pM)

o 0,4 ul de Tag Amersham (5U/ul)

o 1,67 ul de ADNc de cadena simple (del paso anterior)

El contenido del tubo se mezcldé cuidadosamente y se colocd en un

termociclador con el siguiente programa de temperaturas:

. Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 5 min.
J 40 ciclos de:

94°C durante 45 seg.

48°C durante 60 seg.

72°C durante 70 seg.
o Elongacion final: 72°C durante 7 min.

El producto de amplificacion fue separado por electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% tefiido con bromuro de etidio. La banda de tamafio esperado, de
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aproximadamente 500 pares de bases (pb) correspondiente al extremo 3" del gen

Vg, fue extraida del gel.

3.5.3. Purificacion de la banda extraida del gel

La extraccion de la banda visualizada en el gel de agarosa se llevd a
cabo mediante un bisturi estéril. Posteriormente, se procedié a purificar el
producto de PCR de en la banda, utilizando el kit de extraccion de QIAGEN
(QIAquik Gel Extraction). Con este propdsito, se peso la porcion de gel extraido
en un tubo tipo eppendorf y se afiadieron 3 volumenes del buffer QG por volumen
de gel (100 mg ~ 100 pl). A continuacion, se incubd a 50°C durante 10 min para
que el gel se disuelva completamente, mezclando el tubo por agitacion cada 2-3
min. Después, se agregd 1 volumen de isopropanol, se mezcl6 y se colocé dentro
de una columna de QIAquick que se ubicé en un tubo de recoleccion y se
centrifug6 durante 1 min. Se descarto el filtrado y se coloc6 la columna en el
mismo tubo de recoleccion. Para eliminar todo resto de agarosa, se afiadié 0,5 ml
de buffer QG y se centrifugd durante 1 min. Para lavar, se agregd 0,75 ml de
buffer PE, se dejé reposar 5 min y se centrifugé durante 1 min. Se descarté el
filtrado y se centrifugd nuevamente la columna durante 1 min a una velocidad
superior a 10.000 x g. Finalmente, la columna QIAquick se colocé en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml, se afiadio 50 ul de buffer de elucién EB en el centro de

la misma y se centrifugd a maxima velocidad durante 1 min.
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El producto de PCR purificado se secuencié mediante un secuenciador
automatico ABI 3130XL (Applied Biosystems). El analisis comparativo del
fragmento obtenido de ADNCc de T. infestans con secuencias de ADNc del gen Vg

de otras especies de insectos reveld que corresponde al extremo 3 ' de ese gen.

3.6. Disefio de primers especificos, degenerados e inespecificos

Se alinearon secuencias de ADNc del gen Vg obtenidas en otras especies
de insectos Hemipteros como Riptortus clavatus (AAB72001), Graptopsaltria
nigrofuscata (BAA85987) y Plautia stali (Vgl: BAA88075, Vg2: BAA8B076,
Vg3: BAA88077) mediante el método CLUSTAL implementado en MegAlign
(version 1.01 DNASTAR, 1993) que permite realizar alineamientos multiples de
secuencias. Posteriormente, se disefiaron primers a partir de las zonas mas
conservadas que se detectaron en dicho alineamiento (Tabla 1). Por otra parte, se
disenaron primers especificos a partir del fragmento 3’ del gen Vg previamente
aislado en T. infestans (ver seccion anterior). Estos primers especificos se
utilizaron en combinacion con los primers degenerados e inespecificos disefiados
a partir de las regiones mas conservadas detectadas en los alineamientos antes

mencionados, con el proposito de amplificar hacia el extremo 5’ del gen.
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3.7. Amplificacion de diferentes fragmentos del gen de la vitelogenina (\Vg)

Cada uno de los primers especificos e inespecificos disefiados se
utilizaron para amplificar por PCR segmentos del gen Vg, utilizando ADNc que
se sintetizd a partir de ARN total extraido de un pool de cuerpo graso de
diferentes hembras adultas de T. infestans que se encontraban entre el tercer y
sexto dia después de su alimentacién. Las reacciones de amplificacion se llevaron
a cabo en un termociclador con gradiente de temperatura (MyCycler, BIO-RAD),
en el que es posible establecer distintas temperaturas de unién con el primer con el
propdsito de optimizar mas rapidamente las condiciones de reaccion con primers
inespecificos.

Cada reaccion se realizd en un volumen final de 15,5 pl de una solucion
conteniendo:

. 9,08 pl de agua

o 3 ul del buffer GoTaq, 5X

. 0,3 il de mezcla de dNTP (10 mM)

. 1 pl de primer Forward (10 puM)

. 1 pl de primer Reverso (10 uM)

o 0,12 pl de GoTaq (5U/ul)

o 1 pl de ADNCc de cadena simple (de la seccion 3.4)

Los tubos con la reaccion se colocaron en el termociclador con el

siguiente programa de temperaturas:
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. Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 5 min.
o 40 ciclos de:
94°C durante 60 seg.
Diferentes temperaturas durante 60 seg.
72°C durante 60 seg (1min/Kb).

. Elongacion final: 72°C durante 10 min.

La amplificacion de los segmentos de ADNc se constaté en geles de

agarosa al 1,5 % tefiidos con bromuro de etidio.

3.7.1. Purificacion de los productos de PCR

Los productos de PCR que revelaron una unica banda del tamafio
esperado, se purificaron mediante el kit de purificacion de PCR (QIAquick,
QIAGEN) para su secuenciacion directa. Para su purificacion, se afiadieron 5
volimenes del buffer PB por cada volumen del producto de PCR y se coloco en
una columna de centrifugacion QIAquick, que a su vez se ubic6 dentro de un tubo
de recoleccién de 2 ml y se centrifugd durante 60 seg. Luego se deseché el
filtrado y se coloco la columna nuevamente en el mismo tubo de recoleccion para
proceder a lavar. Para ello, se afadieron 0,75 ml del buffer PE y se centrifugo
durante 60 seg. Nuevamente se desecho el filtrado y se ubico la columna en el
mismo tubo. Para eluir el ADN, se ubico la columna dentro de un tubo de

microcentrifuga de 1,5 ml, se afiadieron 50 pl del buffer EB en el centro de la
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membrana y se centrifugd durante 1 min.

3.7.2. Clonacion de los productos de PCR

Cuando el producto de PCR revel6 la presencia de mas de una banda en
el gel de agarosa, se procedié a su purificacién (como en seccién 3.7.1.) y

posterior clonacion utilizando el kit TOPO TA Cloning (Invitrogen).

3.7.2.1 Preparacién de medios de cultivo LB y LB agar

e Medio LB (200 ml)

En un erlenmeyer limpio se disolvieron 2 gr de peptona, 1 gr de extracto
de levadura y 2 gr de NaCl en 190 ml de agua destilada. Posteriormente se
autoclavo y se dejo enfriar hasta llegar aproximadamente a 55 °C. Se afiadieron

200 pl de ampicilina (50 pg/ml) y se mantuvo a 4 °C.

o LB agar (200 ml)

A un medio LB, como el descripto precedentemente, se le agregd 3 gr de
agar y se lo llevo a autoclavar. Se dejé enfriar hasta llegar aproximadamente a
55°C y se afladieron 200 pl de ampicilina (50 pg/ml). Posteriormente, se vertieron
25 ml del medio LB agar en cada placa de Petri y se mantuvieron invertidas a

4°C.
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3.7.2.2. Preparacion del producto de ligacion

En un tubo tipo eppendorf de 0,2 ml se combinaron los siguientes
reactivos en un volumen final de 6 pl:

. 4 ul del producto de PCR fresco

. 1 pl de solucién salina

. 1 pl del vector pCR 2.1-TOPO

Se mezclé suavemente la reaccion y se incubd durante 5 min a
temperatura ambiente (22-23°C). Luego, se colocO el tubo en hielo hasta

comenzar la transformacion.

3.7.2.3. Transformacién de células competentes

Las células competentes fueron descongeladas en hielo para realizar la
transformacion. Se afiadieron 2 pl de la reaccion de ligacion del producto de PCR
(fragmento de ADNc del gen Vg) y el plasmido pCR 2.1-TOPO a un vial
conteniendo bacterias quimicamente competentes, se mezcl0 suavemente y se
incubd en hielo durante 30 min. La transformacion fue realizada por medio de un
golpe de calor, para lo cual se calento la mezcla a 42°C sin agitacion durante 30
seg. Inmediatamente se transfirieron los tubos a hielo durante 2 min, se afiadieron

250 pl de medio S.O.C. y se agit6 a 200 rpm a 37°C durante 60 min.
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3.7.2.4. Seleccidén de las colonias con insertos

Se esparcieron 20 ul de X-Gal 2% sobre cada placa de Petri precalentada
a 37°C y se dejo secar. Las celulas transformadas se sembraron sobre las placas y
se las llevaron a estufa a 37°C durante toda la noche. Por cada transformacion, se
esparcieron dos volumenes diferentes en dos placas para garantizar que al menos
una placa tuviese colonias bien separadas.

Los plasmidos pCR 2.1-TOPO contienen un fragmento del gen que
codifica para una subunidad de la enzima B-galactosidasa que actua en forma
complementaria con una subunidad de origen cromosémico a la que le falta esa
porcion. Esa B-galactosidasa funcional actla sobre el sustrato incoholoro X-Gal
originando un compuesto de color azul que da una tonalidad de ese color a la
colonia. Cuando se inserta ADN en el sitio de clonado multiple, que contiene el
fragmento del gen de la f-galactosidasa del plasmido, se interrumpe el fragmento
de la enzima determinado por el vector, no se forma enzima funcional y la colonia
permanece blanca. Las colonias que desarrollaron color azul se descartaron por
ser clones negativos, ya que sus plasmidos no contenian insertos. Las colonias
blancas, correspondientes a los clones positivos, se eligieron al azar para ser
crecidas en medio LB liquido con ampicilina y posteriormente realizar mini
preparaciones de plasmidos.

Se seleccionaron 10 colonias positivas por muestra para cultivarlas en
medio LB liquido. Para este fin, se procedid a tocar con un tip estéril de 200 pl

una colonia blanca de la placa y se sumergié en un tubo Falcon estéril
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conteniendo 3 ml de medio LB. Finalmente, se lo llevé a un bafio liquido a 37°C y
90 rpm durante toda la noche. Se repitio la operacion por cada una de las 10

colonias positivas seleccionadas.

3.7.3. Mini preparaciones de plasmidos

Se tomaron 1,5 ml del medio cultivo desarrollado en cada tubo Falcon
(ver en seccion anterior) y se lo coloc6 en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.
Luego se lo pelete6 a 3000 rpm durante 5 min para concentrar el material y se
descart6 el sobrenadante. Este procedimiento se realiz6 dos veces para utilizar los
3 ml del cultivo. El precipitado fue resuspendido en 500 pl de STE (100 mM
NaCl, 10 mM Tris-Cl pH 8.0, 1 mM EDTA), se centrifugdé y se descarté el
sobrenadante como en el paso anterior. El precipitado se resuspendio en 100 ul de
Solucién | (50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA) se mezcl6
vigorosamente por inversién del tubo y se dejdé reposar durante 5 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 200 ul de Solucion Il (SDS
1%, NaOH 0,2 M), se mezclo por inversion suave y se coloco en hielo durante 5
min con el proposito de realizar un shock osmotico y térmico a las células. Para
neutralizar el efecto del paso anterior, se agregaron 150 ul de Solucion 111 (AcNa
3 M pH 5,2), se mezcld y se incub6 en hielo durante 10 min. Luego se procedid a
centrifugar la muestra a 12.000 rpm durante 5 min, se descart6 el sobrenadante y
se resuspendié el precipitado con 300 pl de isopropanol. Se centrifugo

nuevamente a 12.000 rpm durante 5 min y el precipitado obtenido se resuspendid
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en 500 pul de etanol 70% (este paso se repitio dos veces). El etanol fue removido
por completo y se dejo secar el precipitado a temperatura ambiente para remover
los restos de etanol. Finalmente, el precipitado se resuspendio en 20 ul de agua
estéril. Esta suspension que contiene los plasmidos se utilizé como se describe en

la siguiente seccion.

3.7.4. PCR de insertos contenidos en los plasmidos

Para amplificar por PCR segmentos del gen Vg insertos en el vector de
clonacion se utilizd una dilucion de los plasmidos resultantes de la mini
preparacion y los primers universales M13, complementarios a la secuencia del
vector. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador
con gradiente MyCycler (BIO-RAD).

Se combinaron los siguientes reactivos en un volumen final de 15,5 pl:

. 10,58 pl de agua

o 1,5 pl del buffer Amersham, 10X

. 0,3 il de mezcla de dNTP (10 mM)

o 1 pl de primer M13 Forward (10 pM)

o 1 pl de primer M13 Reverso (10 uM)

o 0,12 pl de Tag Amersham (5U/ul)

o 1 pl del producto de la minipreparacion
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El contenido del tubo se mezcld y se coloco dentro de un termociclador

con el siguiente programa de temperaturas:

. Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 2 min.
. 30 ciclos de:

94°C durante 60 seg.

55°C durante 60 seg.

72°C durante 60 seg.
. Elongacion final: 72°C durante 7 min.

La amplificacion de los segmentos de ADNc se constatd en geles de

agarosa al 1,5 % tefiidos con bromuro de etidio.

3.7.5. Secuenciacion de diferentes fragmentos del gen de la vitelogenina

Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo mediante el método
de terminacién de sintesis de cadena con didesoxinucleodtidos (Sanger y col.,
1977), utilizando un secuenciador automéatico (ABI 3130XL, Applied
Biosystems). En todos los casos se determind la secuencia de ambas hebras de
ADN. Los primers utilizados para las reacciones de PCR fueron empleados para la
secuenciacion de sus productos y en el caso de los insertos de ADN clonados se
utilizaron primers M13 complementarios al vector de clonacion. Las secuencias
obtenidas de los productos de PCR permitieron identificar 2 genes de Vg (Vgl y

Vg2) en T. infestans.
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3.8. Amplificacion rapida del extremo 5 del ADNc (5"-RACE)

Con el fin de completar el extremo 5 ' del gen Vg, se utilizo la técnica 5'-
RACE empleando el kit ExactSTART Eukaryotic mRNA 5’-&3’-RACE

(Epicentre).

3.8.1. Tratamiento con fosfatasa alcalina

Se trataron 5 pg de ARN total con fosfatasa alcalina que convierte el
ARN con un extremo 5 monofosfato o 5' trifosfato en un ARN con extremo 5'
hidroxilo para asegurar que no participen en el proceso de amplificacion por la
técnica RACE, mientras que el ARN con el -capuchén de 7-
metilguanosinatrifosfato en el extremo 5 (Cap) no se ve afectado por el
tratamiento con fosfatasa.

Para ello, en un tubo de microcentrifuga se adicionaron los siguientes
reactivos en un volumen final de 100 pl:

. 73,89 ul de agua estéril libre de nucleasas

o 10 pl de buffer de reaccion APex

o 11,11 pl de ARN total (5 pg)

o 5 ul de fosfatasa alcalina APex
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Se incubd la reaccion a 37°C durante 15 min. Luego se procedio a
realizar una extraccion con fenol: cloroformo. Con este propdsito, se afiadieron 1
ul de glucégeno y 100 pl de fenol: cloroformo (1:1) y se agitd vigorosamente.
Posteriormente, para separar las dos fases se centrifugd a 10.000 x g durante 1
min. Se recolectd y se guardd la fase acuosa (fase superior) en un nuevo tubo
estéril. Luego se afadieron 100 pl de agua libre de nucleasas a la fase de fenol:
cloroformo, se agité vigorosamente y se centrifugé a 10.000 x g durante 1 min
para separar las dos fases. Nuevamente se recolectd la fase acuosa (superior) y se
combind con la fase acuosa recogida previamente. Se afiadieron 200 pl de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) a las fases acuosas combinadas, se agito
vigorosamente y se centrifugd a 10.000 x g durante 1 min para separar las dos
fases. La fase acuosa (fase superior) que contiene el ARN se puso en un nuevo
tubo. Se afadieron 20 pl de acetato de sodio 3M y 100 pl de isopropanol y se
agito vigorosamente. Se incubd en hielo durante 30 minutos y se centrifugd a mas
de 10.000 x g durante 15 minutos a 4°C. Luego se descarto el sobrenadante con
cuidado de no remover el precipitado que contiene el ARN. Se lavé el precipitado
con etanol frio 80% y se centrifugd a mas de 10.000 x g durante 15 minutos a 4°C.
Se descartd el sobrenadante y se secd el pellet a temperatura ambiente.

Finalmente, se resuspendié el ARN en 7,5 ul de agua libre de nucleasas.
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3.8.2. Tratamiento con pirofostatasa acida (TAP)

La muestra tratada con fosfatasa alcalina se tratd con una pirofosfatasa
acida para retirar la estructura del cap 5' del ARNm intacto.

Al tubo que contenia los 7,5 pl resultantes del tratamiento con fosfatasa
alcalina se lo coloco en hielo y se le agrego:

. 1 pl de buffer TAP

o 0,5 ul de un inhibidor de RNasa

. 1ul de la enzima TAP

Se incubd la reaccion a 37°C durante 15 min. Luego se retird el tubo de

la incubacion y se mantuvo a temperatura ambiente.

3.8.3. Unidn del oligonucleotido 5'-RACE

Se utiliz6 la enzima T4 ligasa, para unir un oligonucleétido de ARN al
extremo 5' de los ARNm. El oligonucle6tido de ARN proporciona un sitio de
unién para el primer Race 5'.

Al tubo que contenia los 10 pl del ARN tratado con TAP se le agregaron
los siguientes reactivos:

o 4 ul de agua libre de nucleasas

o 2 Ul del buffer de la enzima ligasa
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1 pl del buffer TAP STOP
1 pl del oligonucleétido 5-RACE
1 pl de ATP (2mM)

1 pl Ligasa T4

Se incubo la reaccion a 37°C durante 30 min.

3.8.4. Sintesis de la primera cadena de ADNc

La transcripcion inversa se llevd a cabo usando un primer reverso

especifico (TIR8) del gen Vg (Tabla 1) y la transcriptasa inversa MMLV.

Al tubo que contenia los 20 pl resultantes del paso anterior se le

agregaron los siguientes reactivos hasta llegar a 40 pul finales:

14 ul de agua libre de nucleasas

1 pl de primer para la sintesis de ADNc (TIR8) (10uM)
2 ul de mix de dNTP

2 ul de buffer MMLV RT

1 pl MMLYV Transcriptasa Reversa

Se incubo la reaccion a 37°C durante 60 min. Luego para inactivar por

calor la MMLV-RT se incubd la reaccion a 85°C durante 10 min. Finalmente, se

afiadié 1 pl de solucién de ARNasa a la reaccion y se incubd a 55°C durante 5

min.
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La reaccion se mantuvo a 55°C hasta la amplificacion por PCR.

3.8.5. Sintesis de la segunda cadena de ADNc y amplificacion por PCR

Para amplificar el extremo 5', se combinaron los siguientes reactivos en
un volumen final de 17 pl:

. 10,48 pl de agua

o 1,6 pl del buffer Taq Platinum, 10X

. 1,32 ul de mezcla de dNTP (10 mM)

o 0,48 pl de MgCl (50 mM)

. 1 pl de primer TIR8 (10 uM)

. 1 pl de primer 2 (10 uM)

o 0,12 pl de Tag Platinum (5U/pl)

. 1 pl de ADNCc de cadena simple (del paso anterior)

El contenido del tubo se mezcld cuidadosamente y se coloco dentro de un

termociclador con el siguiente programa de temperaturas:

. Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 5 min.
o 35 ciclos de:

94°C durante 60 seg.

62°C durante 60 seg.

72°C durante 3 min.

o Elongacion final: 72°C durante 10 min.
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El producto de PCR se separ6 por electroforesis en un gel de agarosa al
1,5% tefiido con bromuro de etidio. Una banda correspondiente al tamafio
esperado de aproximadamente 1000 pb se purifico usando un kit de purificacion
de PCR QIAquik (QIAGEN) (ver seccidn 3.7.1) para su secuenciacion directa en
un secuenciador de ADN automatizado (ABI 3130XL, Applied Biosystems). El
analisis comparativo del fragmento obtenido de ADNc de T. infestans con
secuencias de ADNc del gen Vg de otras especies de insectos reveld que

corresponde al extremo 5' de ese gen.

3.9. Analisis de las secuencias de ADNCc de vitelogenina (\VVQ)

Las secuencias de ADNc de Vg obtenidas para T. infestans se
compararon con las de otros insectos, depositadas en el Banco de Genes,
utilizando las herramientas "BLAST-N" o "BLAST-X" disponibles en el sitio
Web del Centro Nacional de Informacién Biotecnologica (NCBI). Las secuencias
de aminoéacidos deducidas a partir de las secuencias nucleotidicas de ADNc vy la
posicién del codon stop se infirieron utilizando el Programa EXPASy
(http://www.expasy.org/tools/dna.html). Los sitios de posible fosforilacion se
detectaron mediante el uso del programa NetPhos 2,0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/).
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3.10. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de Vg y relacion filogenética

Se alinearon secuencias completas de aminoacidos de Vg
correspondientes a distintas especies de insectos, utilizando el programa Clustal
W en MEGA version 5.1 (Tamura y col., 2011). Las secuencias de Vg que se
incluyeron en el alineamiento corresponden a las especies que se indican a
continuacion junto con el numero de acceso al Banco de Genes en paréntesis:
Plautia stali (Vgl: BAA88075, Vg2: BAA88076, Vg3: BAA8B077), Riptortus
clavatus (AAB72001), Triatoma infestans (Vg2: AIA09041), Rhodnius prolixus
(JAA76239), Lethocerus deyrollei (BAG12118), Homalodisca coagulata
(DQ118408), Nilaparvata lugens (AEL22916), Graptopsaltria nigrofuscata
(BAA85987), Periplaneta americana (Vgl: BAA86656, Vg2: BAB32673),
Blattella germanica (CAA06379) y Leucophaea maderae (Vgl: AB052940, Vg2:
AB194976). La filogenia de las secuencias se construyé mediante el método de
Neighbor-Joining (NJ), utilizando el programa MEGA version 5.1 (Tamura y col.,
2011). Se utilizaron como extragrupos para los analisis filogenéticos las
secuencias de aminoacidos de Tenebrio molitor (AAU20328), Apis mellifera
(AJ517411), Aedes aegypti (AAA18221) y Bombyx mori (BAA06397). La solidez
de la hipotesis filogenética fue evaluada por el método de bootstrap, el cual
permite estimar el porcentaje de veces que un determinado grupo de secuencias
permanecen juntas en el arbol consenso resultante de 1000 muestreos al azar del

mismo set de datos.
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3.11. Determinacién de la expresion a nivel de transcripcion de dos genes de

la vitelogenina (Vgly Vg2)

Para determinar la expresion a nivel de ARNm de los genes Vgl y Vg2
en diferentes tejidos, sexos, condiciones de alimentacion y etapas de desarrollo de
T. infestans se utiliz6 la técnica de PCR en tiempo real o PCR cuantitativa

(qPCR).

3.11.1. Disefio de primers y sondas TagMan

Se disefiaron primers especificos (Tabla 1) y sondas TagMan (Tabla 2) a
partir de las secuencias de ADNc de Vg obtenidas, mediante el programa Primer
Express (Applied Biosystems). Ademas, se disefiaron primers especificos y una
sonda TagMan a partir de secuencias del gen de la B-actina previamente obtenidas
en nuestro laboratorio. Se combinaron distintos juegos de primers para lograr la
amplificacion de bandas Unicas y especificas correspondientes a los genes Vg1l,
Vg2 y B-actina, como se indica a continuacion.

Cada reaccion se realiz6 en un volumen final de 19 ul, mezclando los
volimenes y concentraciones correspondientes de los siguientes reactivos:

. 12,12 pl de agua estéril

o 1,6 pul del buffer core PCR, 10X

o 0,48 ul de Cl,Mg (50mM)
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0,64 pl de mezcla de dNTP (10 mM)

o 1 pl de primer Forward (10 pM) correspondiente a cada gen
o 1 pl de primer Reverso (10 uM) correspondiente a cada gen
o 0,16 pl de SureStart Taq (5U/ul)

o 2 ul de ADNCc de cadena simple

Los parametros de amplificacién con que se llevaron a cabo las PCR
fueron los siguientes:
. Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 2 min.
. 35 ciclos de:
94°C durante 20 seg.
50- 60°C durante 20 seg.
¢72°C durante 30 seg.

. Elongacion final: 72°C durante 2 min.

Mediante el uso de un termociclador con gradiente de temperatura
(MyCycler, BIO-RAD), se identificO una temperatura de hibridacion adecuada
para todos los conjuntos de cebadores (58°C). Esto ha permitido analizar los tres
genes en una placa de PCR en tiempo real.

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 3 % tefiidos
con bromuro de etidio. Aquellos que revelaron una Unica banda del tamafio
esperado (~70 pb), se clonaron utilizando el Kit TOPO TA Cloning (ver seccion
3.7.2) y se secuenciaron los ADN insertos en el vector. Para verificar si se trataba

de las secuencias esperadas, se compararon con las secuencias de referencia de los
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genes Vg (Vgl y Vg2) y de B-actina a partir de las cuales se disefiaron los primers

especificos para su amplificacion. Estos primers y sus sondas fueron empleadas

para la cuantificacion de la expresién mediante PCR en tiempo real.

3.11.2. PCR cuantitativa (QPCR)

La gPCR se llevd a cabo en el equipo Mx3005P QPCR System
(Stratagene) utilizando el kit Brilliant QPCR Core Ragent (Stratagene). Cada
reaccion se realizd en un volumen final de 20 pl de una solucion conteniendo:

. 11,52 ul de agua estéril

. 1,6 pul del buffer core PCR, 10X

o 0,48 pl de Cl,Mg (50mM)

. 0,64 pl de mezcla de dNTP (10 mM)

o 1 pl de primer Forward (10 pM) correspondiente a cada gen
o 1 pl de primer Reverso (10 uM) correspondiente a cada gen
. 1,6 ul de la sonda correspondiente a cada gen

o 0,16 pl de SureStart Taq (5U/ul)

. 2 ul de ADNCc de cadena simple

Los parametros de amplificacion con que se llevaron a cabo las PCR
fueron los siguientes:
o Desnaturalizacion inicial: 95 °C durante 10 min.

° 40 ciclos de:
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95°C durante 15 seg.

58°C durante 60 seg.

El numero relativo de copias de ARNm de Vg se calculé de acuerdo al
método 2"**CT (Livak y Schmittgen, 2001). Para normalizar el nivel de ARN total
de cada reaccion, se utilizé la diferencia entre el ARNm de Vg y B-actina (ACT).
Para compensar la variacion intra-experimental se realizaron tres repeticiones para
cada reaccion. Ademas, se realizaron dos experimentos independientes. Para
evaluar si existen diferencias entre los datos obtenidos se realizo un test ANOVA
y un post test de Bonferroni utilizando GraphPad Prism version 5.00 para
Windows (GraphPad Software). La significacion estadistica se asumié con un

valor de P < 0,05.

3.12. Determinaciéon de la expresion del gen de vitelogenina (Vg) a nivel

proteico

3.12.1 Western Blot

La determinacion de la expresion de Vg se realizd mediante la técnica de
Western Blot a partir de homogenatos de cuerpo graso y ovarios de hembras
adultas de T. infestans. Los tejidos fueron homogeneizados en buffer Tris-HCI 20
mM (pH 7,4) a 4°C con inhibidores de proteasas. Luego de una etapa de

centrifugacion (5 min a 3.000 x g) los sobrenadantes fueron sometidos a una
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segunda centrifugaciéon (30 min a 15.000 x g) y posteriormente en los
sobrenadantes se determind la concentracion de proteinas mediante el método de
Bradford (1976).

Los extractos proteicos se fraccionaron en un gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) (10 pg/calle de proteinas ovaricas, 15 pg/calle de proteinas de
cuerpo graso y 0,2ug/calle de vitelina de otro triatomino, Dipetalogaster maxima,
como standard) y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa en condiciones
estandares (Towbin y col., 1979). Luego, se procedié a lavar la membrana con
buffer salino Tris (TBS, Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) y se realizaron
etapas de bloqueo utilizando TBS conteniendo 0,1% de Tween 20 (TBS-T) y
leche descremada al 5% bajo agitacidn suave a temperatura ambiente.

Ensayos preliminares demostraron que el anticuerpo policlonal dirigido
contra las principales subunidades de vitelina (Vt) de Dipetalogaster maxima
(Aguirre y col., 2008), reconoce en los homogenatos de T. infestans una banda de
peso molecular compatible con vitelogenina/vitelina (Vg/Vt) (Aguirre y col.,
2008). Las incubaciones con anticuerpos primarios y secundarios se realizaron
durante 1 h cada uno a temperatura ambiente como sigue: (a) anticuerpo anti-
vitelina (1:2000) en TBS-T-leche 5% y (b) HPR anticuerpo conjugado de cabra
anti-conejo (1:2000) en el mismo medio. Luego de tres lavados con TBS, se
visualizaron las bandas inmunorreactivas mediante quimioluminiscencia
empleando un kit comercial de acuerdo con el protocolo del fabricante (ECL,

Perkin-Elmer).
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3.12.2 Ensayos de inmunofluorescencia indirecta

Los ovarios de hembras en pre-vitelogénesis (dia 7 post-ecdisis) y
vitelogénesis (dia 4 post-alimentacion) fueron fijados en paraformaldehido al 4%
en PBS. Posteriormente, los 6rganos se transfirieron a sacarosa/PBS, embebidos
en OCT y congelados rapidamente en nitrégeno liquido (Fruttero y col., 2011). Se
obtuvieron secciones de tejido de 9 um con un criostato Leica CM1510 (Leica
Microsystems) y se colocaron en portaobjetos de vidrio tratados con poli-L-lisina.
Para los ensayos de inmunofluorescencia, las secciones de tejido se bloquearon y
se permeabilizaron con 1% de albumina (BSA), suero bovino fetal al 5% y 0,1%
de Triton X-100 en PBS durante 60 min. A continuacion, las secciones se
incubaron con el anticuerpo anti-vitelina en PBS conteniendo 1% de BSA (1:100)
durante 1 h y luego con anti-lgG de conejo marcado con Alexa 568 (1:500,
Molecular Probes) en el mismo medio durante 1 h. Todas las incubaciones se
Ilevaron a cabo en camara humeda a 37°C y después de cada paso se llevaron a
cabo tres lavados de 5 min con PBS. Por altimo, los portaobjetos se lavaron con
agua destilada y luego del secado fueron montados con Fluorsave (Calbiochem).
Las secciones de tejido fueron observadas en un microscopio Eclipse TE2000-U
(Nikon) equipado con filtros adecuados (excitacion 540-580 nm/emision 600-660
nm). Las imagenes digitales fueron capturadas con una camara Nikon Sight digital

DS-U1 y procesadas con ACT-2U version 1.51.116.256 software (Nikon).
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3.13. ARN de interferencia (ARNj)

Para los estudios de silenciamiento de los genes Vgl y Vg2 se utilizo el

kit T7 RiboMAX Express RNAI System (Promega).

3.13.1. Produccién del templado por PCR

Se disefiaron primers especificos (Tabla 1) a partir de las secuencias de
ADNCc de los genes Vgl y Vg2 y se afiadieron al extremo 5 de los mismos la
secuencia del promotor T7 (5"-TAATACGACTCACTATAGGN (17-22)-3°). Se
utilizaron y combinaron distintos juegos de primers para lograr la amplificacion
de bandas Unicas y especificas para los genes Vgl y Vg2. La generacion de dos
moldes de ADNc para cada uno de esos genes requiere de cuatro primers y dos
amplificaciones de PCR (Figura 11).

Cada reaccion se realizé en un volumen final de 15,5 pl, mezclando los
volimenes y concentraciones correspondientes de los siguientes reactivos:

. 5,99 pl de agua estéril

3,1 ul del buffer A, 10X

o 0,31 ul de mezcla de dNTP (10 mM)

o 1,085 pl de primer Forward (10 pM) correspondiente a cada gen
o 1,085 ul de primer Reverso (10 uM) correspondiente a cada gen

J 0,058 pl de Kapa 2G Taq (5U/ul)
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. 3,1 ul Enhancer

o 1 pl de ADNCc de cadena simple

Los parametros de amplificacion con que se llevaron a cabo las PCR
fueron los siguientes:
. Desnaturalizacion inicial: 95 °C durante 30 seg.
. 40 ciclos de:
95 °C durante 30 seg.
60-64°C durante 30 seg.
72°C durante 15 seg.

. Elongacion final: 72°C durante 30 seg.

T Gene Specitic

"

Gene Specilic T

Dos reacciones de PCR independientes
con un promotor T7 cada una, va a
generar dos templados de PCR por
separado con un Unico promotor

Figura 11: Esquema representativo de la obtencion de dos productos de PCR del mismo gen
utilizando 2 set de primers, dos de ellos con la secuencia del promotor T7 en el extremo 5°. Dos
reacciones independientes con un promotor T7 cada una, va a generar dos templados de PCR por

separado con un Unico promotor.
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Mediante el uso de un termociclador con gradiente de temperatura
(MyCycler, BIO-RAD), se identificd la temperatura de hibridacién adecuada para
los conjuntos de cebadores (60°C para el gen Vgl 'y 64°C para el gen Vg2).

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1,5 %
teflidos con bromuro de etidio para verificar que se generd un Unico producto de
PCR del tamafio esperado (~500 pb del gen Vgl y ~650 pb del gen Vg2).
Aquellos productos que revelaron una unica banda del tamafio esperado se
purificaron como se describe en la seccion 3.7.1 y posteriormente se secuenciaron.
Las secuencias obtenidas se compararon con las secuencias de referencia de los

genes Vg a partir de las cuales se disefiaron los primers especificos.

3.13.2. Sintesis de ARN de doble cadena (ARNdCc)

Para sintetizar las cadenas de ARN complementarias a partir de cada
molde de ADNc, en un tubo de microcentrifuga de 0,2 ml se combinaron a

temperatura ambiente los siguientes reactivos en un volumen final de 20 pl:

Gen Vgl

o 10 pl del buffer RiboMAX Express T7, 2X
o 5 ul de templado (0,5 pg)

o 3 ul de agua libre de nucleasas

o 2 pul enzima T7 express
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Gen Vg2
o 10 pl del buffer RiboMAX Express T7, 2X
o 5 ul de templado (13,5 pg)
o 3 ul de agua libre de nucleasas

o 2 ul enzima T7 express

Se mezcld suavemente y se incubd a 37°C durante 30 min.

3.13.3. Remocién de la hebra molde de ADNCc, hibridacion de ARN de doble

cadena (ARNdc) y remocion de ARN de cadena simple (ARNSsc)

Luego de la reaccion de transcripcion, la hebra molde de ADNc se
elimind por digestion con ADNasa, mientras que se mantiene la integridad del
ARN sintetizado.

Para hibridar las cadenas de ARN se mezclaron volimenes iguales de
ARN complementario (20 ul de cada reaccién) y se incub6 a 70°C durante 10
min. Luego, se enfrié lentamente hasta llegar a temperatura ambiente (~20 min).

Para eliminar cualquier resto de ARNsc, dejando intacto el ARNdc se
afiadio 1ul de la solucion de ARNasa diluida en agua libre de nucleasas (1:200) y
lul RQ1 ARNasa libre de ADNasa a los 20 pl de volumen de la reaccion de

sintesis de ARNdc y se incub6 a 37°C durante 30 min.
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3.13.4. Purificacion del ARN de doble cadena (ARNdCc)

A los 44 ul resultantes de la etapa anterior, se afiadieron 0,1 volumen de
acetato de sodio 3M (pH 5.2) y 1 volumen de isopropanol. Se mezcld y se coloco
en hielo durante 5 min. A continuacion, se centrifugdé a maxima velocidad en una
microcentrifuga durante 10 min. Luego se descartd el sobrenatante y se lavo el
precipitado con 0,5 ml de etanol frio al 70%. EIl etanol fue removido y se dejo
secar a temperatura ambiente durante 15 min. Finalmente, se resuspendio el ARN
en agua libre de nucleasa. EI ARNdc resultante se purifico y se cuantifico

mediante un espectrofotometro a una longitud de onda de 260 nm.

3.13.5. Inyeccion de ARN de doble cadena (ARNdc)

Para la inyeccion de ARNdc generado para ambos genes (Vgl y Vg2) se
utilizaron hembras de T. infestans recién mudadas al estadio adulto que no se
alimentaron. Se procedié a inyectar 5 pl de ARNdc en el quinto esternito del
abdomen de cada insecto. Un grupo de 3 hembras fueron inyectadas con ARNdc
del gen Vg1, otro grupo de 3 hembras con ARNdc del gen Vg2 y un grupo control
de 3 hembras fueron inyectadas con agua libre de nucleasas. Al dia siguiente se
procedio a alimentar a las hembras inyectadas y a machos adultos recién mudados.
Posteriormente, se colocaron en parejas en frascos individuales (cada pareja en un

contenedor), se verificd el apareamiento por presencia del espermatéforo y se
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procedio a extraer cuerpo graso Y tejido ovarico. Finalmente, se extrajo ARN total
de ambos tejidos, se sintetizd6 ADNc y se midieron los niveles transcripcionales de
ambos genes en cuerpo graso Yy tejido ovarico por qPCR. Se realizaron dos
experimentos independientes. Para evaluar si existen diferencias entre los datos
obtenidos se realizd un test “t” y un post test de Bonferroni utilizando GraphPad
Prism version 5.00 para Windows (GraphPad Software). La significacion

estadistica se asumio con un valor de P < 0,05.
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Tabla 1: Secuencia de de todos los primers utilizados en el estudio

Nombre Secuencia

Primers degenerados (para PCR)

PF1D 5’-GTNTTYGARCCNTAYYTNGARGGN-3’
RipF 2318 5’-CTTCAAMRNATGGCAGA-3’

C1 5’-CCBRTDGCCADDGGGAATCC-3’

Primers inespecificos (para PCR)

RhoF4766 5’-CATCAAGCCACAACTTTC-3’

RhoF4820 5’-GAAGGTGCTTCATATCAAAAGG-3’

FA5 5’-ACTCTCCATCGAATGTGCCGC-3’

FAl12 5’-ACTTGGAACTGCAGGTAACTTGG-3’

RA1 5’-AGAGCACAGCAGTGCCTGTCCGGG-3’
RAS5 5’-AGACTGAATATGGTTATTCAGGCC-3’

RA9 5’-CAACCGGATCTTCAGAAGTAGTTGG-3’
RA12 5’-CCCAAGTTACCTGCAGTTCCA-3”

Primers especificos (para PCR)

PR1 5’- TCGGGATTCGCTCCTTTTCTTGT-3”

PF2 5’- TGATGTAGAAGCCGGGCGTAACA-3’

PF3 5’- AAGTTTTAGATTTCTCTAAGGAATCAA-3’
PF2 5’- GTACAAATTTATGCCCTTCCCAACGG-3’
PR3 5’- CCGTTGGGAAGGGCATA-3’

PF4 5’- AAGCCACAACTTTCGACAACAG-3’

PF5 5’- CCAGTAAATGTGGGTAAATGCTGG-3”
PR4 5’- GCATGCCAGCATTTACCCA-3’

PF6iso 5’- CTGCCCGGGCTTTTACT-3’

PFA 5’- ATTTGTCGTTCAGATCAGCCCC-3’

PRA 5’- TAAACCAAGCGTTTGCCGGT-3”

PFB3’ 5’- TAAGCGAAGAAGAAGCTGGACG-3’

TIR7 5’- TATATCTGCCCATGAGATGGC-3’

TIR9 5’- CCGTGAATGCAGTGAGAACGC-3’

TIF8 5’- CAGAGTCTACCCCAGACTTGCC-3’

TIF9 5’- CAGAGAAACTGCACACAACCG-3’

Primers para clonacion

M13F 5’-GTAAAACGACGGCCAG-3’

M13R 5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’

Primers RACE (para la obtencion de la secuencia comopleta de ADNc)
1-6 5’-GGTATTTGCGG-3>  Leey col. (2000)

PF5 5’-CCAGTAAATGTGGGTAAATGCTGG-3’
Primer 2 5’-TAGACTTAGAAATTAATACGACTCACTATAGGCGCGCCACCG-3’
GeneRacer3’ 5’-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG-3’
GeneRacer3’ 5’-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG-3’
TIR8 5’-CGTGATGGTTACTAGAGCAGGTCC-3’
Primers gPCR (para PCR cuantitativa)

QAF5 5’-TATAATCAAGGATCCCTTAGAATTTGC-3’
QAF2 5’-CGCATGAGAAGCTCTCTAACCA-3’
QPactinaF 5’-CCCCTTTCAGTGAGGATCTTCA-3’

QAR5 5’-TTGGCTGGTCCTTCACAAGTT-3’

QAR2 5’-ACGCGATGATTAGTGCATCCT-3’
QPactinaR 5’-CGCCATCCTTCGATTGGA-3’

Primers ARN; (para obtener ARNdc)

P6 5- TAATACGACTCACTATAGGGGTAAAGTTAAGGTCAATGGC-3’
PARA 5’- TAAACCAAGCGTTTGCCGGT-3”

P8 5- TAATACGACTCACTATAGGTAAACCAAGCGTTTGCCGGT-3’
PARNAIF1 5-GGTAAAGTTAAGGTCAATGGC-3’

P9 5’-TAATACGACTCACTATAGGGGTCTTGAAGCTTTTACTCCCG-3”
PBRNAIR 5-GGTACACAGTGAAACTCTACTCGC-3"

P10 5’-TAATACGACTCACTATAGGGGTACACAGTGAAACTCTACTCGC-3’
PBRNAIF 5-GGTCTTGAAGCTTTTACTCCCG-3"
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Vg-1, forward
Vg-2, forward
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Vg-1, reverse
Vg-2, reverse
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RNAI1; Vg-1, forward
RNAI1; Vg-1, reverso
RNAI2; Vg-1, reverso
RNAI2; Vg-1, forward
RNAI3; Vg-2, forward
RNAI3; VVg-2, reverso
RNAI4; VVg-2, reverso
RNAI4; Vg-2, forward
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Tabla 2: Secuencia de las sondas TagMan utilizadas en la técnica de PCR en tiempo real

Nombre Secuencia

SONDA A VIC- CCACTTATGCAATTGTAGATG 3’

SONDA B VIC- TCTTGCTTGGAAAGGACGTCGT 3
SONDA B ACTINA FAM- AAGATAGTCGGTAAGGTCCCGGCCG 3"
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4. RESULTADOS

4.1. ldentificacion de dos genes de vitelogenina (Vgl y Vg2) en Triatoma

infestans

Se aislo6 un fragmento de ADNc correspondiente al gen Vg de T.
infestans utilizando un primer disefiado por Lee y col. (2000) a partir de una
region conservada correspondiente a la secuencia de aminoécidos GL/ICG,
cercana al extremo C-terminal de la proteina, y un primer reverso en la region 3'
complementario a la secuencia del adaptador de un primer oligo-dT. Se obtuvo
una secuencia de 466 pb, correspondiente a extremo 3' del gen Vg que contenia un
codon de terminacion (TAA) y una sefial de poliadenilacion (AAATTAA) 54
nucleodtidos hacia 3' del coddn de terminacion. Subsecuentes transcripciones
reversas y amplificaciones (RT-PCR) utilizando primers especificos disefiados a
partir de este primer fragmento y primers inespecificos o degenerados, disefiados
a partir de regiones conservadas de Vg de otras especies de hemipteros,
permitieron obtener secuencias parciales de ADNc de dos genes que codifican
para Vg en T. infestans, a los que denominamos Vgl y Vg2. La secuencia de
ADNCc parcial del gen Vgl, obtenido a partir del primer fragmento de 466 pb
aislado, comprende 861 pb (nimero de acceso del Banco de Genes: AIA09042);
794 pb que codifican 264 aminoacidos y 67 pb que corresponden a la regién 3" no
traducida (3'-UTR). El procedimiento de amplificacion rapida del extremo 5' de

cDNA (RACE) dio como resultado la secuencia de ADNc completa del gen Vg2
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de T. infestans (nUmero de acceso del Banco de Genes: AIA09041). En total, se
secuenciaron 5.639 pb de ADNc del gen Vg2 que comprenden un marco de
lectura abierto (ORF) de 5.565 nucledtidos codificantes de una proteina de 1.855
aminoacidos y un peso molecular inferido de aproximadamente 208,69 kDa. La
secuencia de ADNCc incluye 74 pb de la region 3" no traducida (3'- UTR) y el

codon de terminacion TGA.

4.2. Analisis comparativo de las secuencias de Vgl y Vg2

Se compararon un total de 843 posiciones nucleotidicas de los genes
Vgl y Vg2 (Figura 12). En ese fragmento de ADNCc el 69,99% de los nucledtidos
fueron idénticos, mientras que el 30,01% restante correspondié a 253 sitios
variables. Las posiciones nucleotidicas variables incluyeron 101 transiciones
(39,92%), 102 transversiones (40,32%) y 50 indels (19,76%, inserciones y
deleciones). Por otra parte, el analisis comparativo de las secuencias de
aminoacidos deducidas a partir de las secuencias nucleotidicas de ADNc revel6 un
porcentaje de aminoacidos idénticos del 58,94% con una homologia del 76,43%

entre Vgl y Vg2 (Figura 13).
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TiVgl ETGGTARAGT TN GGCCAMENT MIAGATTTCTCTAAGGAATC SN TANCTCA JEH
TiVg2 NTGGTARACTTE §CCCCA BMNT BWACATTTCTCTAAGGAATCNETAECTCA PR
TiVgl A A : TT T TTATGCNCTTCCCANCGGACHT SR
TiVg2 — ATEEYRATAERY §CAHCT TTTATGCHCTTCCCAMCCGACHRET IFEEE
Tivgl T L o1, - 132
TiVg2 T TN e R WSO TTTTACTCCCGGTCTTGALGCTTTTIMNCC 4946
TiVgl = ------- GAAET.FTCTACGATGGC@:H; STCNACTHCAASITAMC AR TAACTACAG [k
TiVg2  CEETCTTEMGH FWEEeNycew)- A =y TARCAATTACTACAG I
TiVgl WAHACTECGCGGTTTS 4 CTTTCGANGGAGAATATGT BACAGATTTCACTAC [k
TiVg2 EAGTHCGCGETTTETGNGGRACT TTCGANGGAGAATATCTIACAGATTTCACTAC I
gk S 12 AGAACTGTATAATCAAGEATCCCTHAGAATTTGCEGC NAMTTANGCANTTGTAGA R
ek S 1 CGAACTGTGTATTCAAGNATCCGTMAGAATTTGCNGCARTTANGCAETTCTAGA JENRI
ek () SN T AR CTTGTGAAGGACCAGC NARAGAACT UM A MCAACGA GRS T HAA T TRCCN
ek (7 S T A A CTTGTCAAGGACCAGCNARAGAGTT ERANCAACGAGIN T AL NS TT R CCH
Tivgl B BN TGTANT T TGGEMGATG TR THA EGANGH e 473
TiVg2 8 A roTal T rrooaBcA T T A e T 5244
ek (o SO CA\CC AT A G2 Eialn TC R CC A e TIC RGBT el T oG AMAA Cal 531
ek (7" C2\C(CC A TR AL W TC e CC A W T B ERNGC o TG E T e 2w 2, C M2 T [
Tivgl AG A TALNCHTWCCETHE WGAGCAMNCTGGARAGACHTGCTTC

TiVg2 G 3 THGCET e WAL CASICTCGAARARCHTGCTTC

Tivgl (e WA ET WCHTGIAE T HepiAAH o CHACT I A G:
oen Cr I T TCCCCH AT TR B TR WACTiEN2 G
ek (o QPP 8 T2 CANT TTHACTGTCTACHE ele-CTABNAAACATTGGGTH 710
ek (v JE 1 T2 CAR T TT NACTGTGTACH 2\ CTAMMAAACATTGOCTHE n2 JEFEN
ek SN 112 GG AGCGARTCC MG ANT THAGTCAGAAMCCGECHAACC I TGETTTAA THAAT [liekl
ren PRI LA CCACCCAATCOHCAR T TBACTCARRA A CCGCBAACCITCCTTTAARE THAAT [REEEN
TiVgl NCCHGARBCAT G T W TRRYAMATTATTTANT TT TAGINNAGG [ERE
TiVg2 i Clc A BN CATGNETTHCT IR ETTEEANATTATTTARTTTTAGNAGG LD

TivVgl TAC
TiVg2 TAC =LA
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Figura 12: Analisis comparativo de las secuencias de ADNc de Vgl y Vg2 de Triatoma infestans.
Los nuclettidos idénticos en ambos genes se destacan con negro y los codones stop se resaltan en
rojo.
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Tivgl =~ ————-——mm——mmm - LsFR3AHEr LECERYK VL ITQV Vil 42

Tivg2 REGTANQKELLILLGKDVVQVLPTHESETT ] A TAQFI e RO 1620
Tivgl BN AT PNGEATR N D TRy TRDGTRI LiEe 1N (VREI 89

TiVg2 VEgNRZ TRV L Y TARAFTPGLEAF T HE LA MDGTRVEIROA SIS VRIS 15680
Tivgl GEYVTDFTTPENCIRIKE P FAANYAMVDE AR SEeEE T B 149
TiVg2 GEYVTDFTTPENC{Y EEFAAEYAY BIORIARY KOT\YL 1740
Tivgl DV BTl srrs sRveTERVE T BLvsEs 209
Tivg2 EH FOR TRITRIOSN GGOQT SKLCSKVIReS HIZOMT(e 1800
Tivgl =TI KWK} SRS @Mk GANE DF SQKPANMWFINVPER Chfsh 264
TivVg2 AT KK A A 183K GANPDF SQKPAN@WE RNV PER C=i 1855

“8GPAKEL

Figura 13: Comparacion de la region C-terminal de Vgl y Vg2 de Triatoma infestans. Los
motivos DGXR y GL/ICG se muestran encuadrados en color gris y los residuos idénticos se

destacan con negro. Los asteriscos indican los codones de stop.

4.3. Andlisis de la secuencia de aminoacidos de Vg2

La base de datos de dominios conservados (CDD) del Centro Nacional de
Informacion Biotecnolégica (NCBI) predijo tres regiones conservadas para Vg2
(Figura 14). Dos dominios N-terminales, que comparten cierta homologia con las
lipoproteinas, fueron encontrados entre las posiciones de aminodcidos 6-323 y
408-750, respectivamente. Un tercer dominio, conocido como el factor tipo D de
von Willebrand (VWD), fue ubicado cerca de la region C-terminal de la proteina
entre los aminoacidos 1.507 y 1.692. Ademas, la secuencia posee una secuencia

consenso de clivaje, RXXR, dos regiones poliserina y los motivos conservados
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GL/ICG y DGXR (Figura 14). Como se ha descripto para la mayoria de los
insectos: a) el tetra residuo RXXR se encuentra cerca de la region N-terminal y
estd flanqueado por los dominios poliserina, b) el motivo DGXR se ubica pocos
residuos hacia el extremo N-terminal del motivo GL/ICG (Tufail y Takeda, 2008).
Por otra parte, se encontraron 121 residuos potenciales de fosforilacion (serina: S,

treonina: T, tirosina: Y).
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PREL Z*II{H"_:HL'I'R':EE'."RGRTZ-’?GZJ—ZCTAZG FACVLVEGKELTVOPESDEILNLOVHLEQAE] 60
[HINLESGWEEY TEDHDLNEF KL ISDTEP FELELENGVVDEMEVDENLETWEVHVLERAT AL 120

SOLOVDTQAENLEESEVHOVEPVEGOEI CVYEEVEDTVICECET IFDI SPLEQYVLOSREPE] 180
LV ELPNL L GAHGOVIDIVETEN Y SRCEQRMAYHFCLTGLTOWEPASNQMESFLERSSVTRY 240
IV GTLT Y TIO S SVIENEIVLAPHLYNNQECIVASEMNLTLEAVISSSCSPOPVENER] 300

[LVENLUVEE Y NALTTEEHECSELMERY TQGDEPTEVEKESSSSES5SSSSEESTYTLMMRS 360

BRSIGTIRRVENY SESSSSESNESNNSSS TCSSE DFWOPEPTLNERNSPFLEYFIGYLG) 420

SER . L~ Y IHTMNTTQLLEAT) 4540
ELY DY S KV TEGCDH P LY QAW VV FRDAVAEVGTGPALVTIITEWILRHETTGAEARHV] 5440
VEVLEPNSAHY PTEEYMREF FE LLEREETOEQRELNES VL TAFTDLVREAQVNRETARNRY ] 600
EVHSE GO L PR D e oV T Y LETOLEEAVEQCDS PRIQVY TRATL.CRTAHPEILCVYE] 660
DY LEGEECGVIDEQRLTIVAELDEITRVY PRLARSVLEEIYQNSCETDEVRVAAVMOLMET]Y 720

RARALEGPTSYQLAONRAESAVELLTTOQDE TE0
CEHOSYNEFLEDEVVEEEE LMY TTY LAY TQGEDSVVESSAFY TLWRGLGCYRRQPEQASWY €40
TEHAGSLVDLLE D TEVDOSCEPEHCHGSEQCEGDNTLEEVGEFLNFETEELDOVECH Y 200
LVEAFGVERFFTFDHETIEY LPERVE Y LTQQLENCHEERYRELYNERTLOFCEPTATELE 360
FFYTESE P TR TEFACEVEFGEEPDLACEQCCDEILIPETADFTCLEELMYTEFTECVLGE 1020
TEFYNEETEVADEVEREFHFGLEVEATVEVDLEHRREQIEFQPRHGCENRENERFVEESTVAYT 10680
SVHDLLELEFIAEGDHNTEEIEVREEVORFETTF CEADT CEAFDVEVESEQRFVOWATEFYNG 1140

ASKEDFMYALLFPFHDGTINNNNFTVIYNEHE TTAKY VEFFFTEDDLOVKTGGTGTHISH 1200
REHRVVECTCDESKDNDAVE SETTPASOOROKEFLORAVACIKDS¥AQVFDLGVOFEGOT 1260
RRE¥VATARY SRSEVEPNRTFLFYFCRQPAKVIGHTKPYQVALOVNEEFPTVEVIDFERR 1320
LEADPTEHISAKLYFCENVY SCEEVYVOGEFKQEECRREYVEHHDPVSALCRROMEECHEL 1380
LEACRNATASANFLDHYKFAVEEEGVPEVVEYEVYETYTIARYFANEVSEDEVIPSGKE 1440
CELDFCVKFTHDLEAVHVETERe VL TBEFNN VY FPEWEPFVVVEDVYDFDDRECQHEFFR 1500
BECTANQKELLTLLEKDVVQVLETCESETVEKVYVNGQTADE sKESVAQKYKDGEVQUR 27 -
VYALPTGEVRLLTRGARAFTECLERFTRCLEV R R oa sy vReR IRy D oo
B TR rrrrsEFAASEAVVDETCQEPAKELEQRVLNLECYRQTVLLGDVVE 1740
EEEAGRFQPRIRTSOSNLLRGIGGQOTEERCSKLCSKVIEQSGRICESLHPOMICTSECK 1800

Figura 14: Secuencia de aminoacidos deducida de la proteina Vg2 en Triatoma infestans. Los
aminoacidos se numeran a la derecha. Las tres regiones conservadas, predecidas por el Centro
Nacional de Informacion sobre Biotecnologia, se indican: a) los dos dominios N-terminales se
muestran enmarcadas; b) el factor D de von Willebrand se resalta en gris oscuro en el extremo C-
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terminal. Las regiones ricas en residuos serina se muestran subrayadas. La secuencia de posible
sitio de corte, RXXR, se indica en negrita y subrayada. Los sitios con residuos de posible
fosforilacion, serina (S), treonina (T) y tirosina (Y) se muestran resaltados con color gris claro.
Los motivos DGXR y GL/ICG se presentan enmarcados. El asterisco indica el codén de

terminacion de la proteina.

4.4. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de Vg2 de Triatoma

infestans con las de otros insectos

La secuencia de aminoacidos deducida a partir de la secuencia
nucleotidica de ADNc de Vg2 de T. infestans se comparé con las secuencias de
Vg correspondientes a otros insectos hemimetabolos y con especies de
holometabolos representativas de los 6rdenes Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e
Hymenoptera (Bombyx mori, Aedes aegypti, Tenebrio molitor y Apis mellifera,
respectivamente). Dentro de las especies de hemimetabolos el alineamiento de las
secuencias revelé que Vg2 de T. infestans es mas similar a Vg de Rhodnius
prolixus (74% de identidad), seguido por Lethocerus deyrollei (47%),
Homalodisca coagulata (43%), Plautia stali (Vgl: 39%, Vg2: 37 %:, Vg3: 38%),
Nilaparvata lugens (35%), Graptopsaltria nigrofuscata (35%), Riptortus clavatus
(32%), Periplaneta americana (Vgl: 33%, Vg2: 31%), Blattella germanica (27%)
y Leucophaea maderae (Vgl: 26%, Vg2: 27%). El alineamiento de la regién C-
terminal de las secuencias de aminoacidos de Vg de las especies mencionadas
precedentemente, demostrd que los residuos DG (del motivo DGXR) junto con el

motivo GL/ICG se encuentran altamente conservados (Figura 15).
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Ps Vgl
Ps Vg2
Bz Tg3
RBe Vg
Bp Vg
Ti Vge
Ld Vg

N1l Vg
Gn Vg
bLa Vg
im Vg
Tm Vg
Pa Vgl
Lm Vgl
Lm Vg2
Bg Vg
Ba WgZ
Em Vg

Bs Vgl
Bs Vg
Ps Vg3
Rc Vg

Ti Vg2
Ld Vg

N1l Vg
Gn Vg
Lz Vg
im Vg
Tm Vg
Pa Vgl
Lm Vgl
Lm Vg2
Bg Vg
Ba VgZ
Em Vg
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Figura 15: Alineamiento de un fragmento de la region C-terminal de Vg de insectos
hemimetabolos (Rhodnius prolixus: Rp Vg; Plautia stali: Ps Vg1, Ps Vg2, Ps Vg3; Riptortus
clavatus: Rc Vg; Lethocerus deyrollei: Ld Vg; Triatoma infestans: Ti Vg2; Nilaparvata lugens: NI
Vg; Graptopsaltria nigrofuscata: Gn Vg; Homalodisca coagulata: Hc Vg; Periplaneta americana:
Pa Vg1, Pa Vg2; Blattella germanica: Bg Vg; Leucophaea maderae: Lm Vg1, Lm Vg2) y especies
de holometabolos representativas de los 6rdenes Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e Hymenoptera
(Bombyx mori: Bm Vg; Aedes aegypti: Aa Vg; Tenebrio molitor: Tm Vg; Apis mellifera: Am Vg).

Los motivos DGXR, GL/ICG, DGE y los aminoacidos conservados en las secuencias se muestran

resaltados.
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4.5. Relaciones filogenéticas de Vg2 de Triatoma infestans con las

vitelogeninas de otros insectos hemimetéabolos

La relacion evolutiva de 15 Vgs derivadas de 11 insectos hemimetabolos
fue evaluada luego de alinear las secuencias completas de aminoacidos utilizando
el método de Neighbor-Joining (NJ) (MEGA version 5.1) y cuatro especies
representativas de los ordenes Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e Hymenoptera
(B. mori, A. aegypti, T. molitor y A. mellifera, respectivamente) como extragrupos
para el andlisis filogenético (Figura 16). El arbol filogenético basado en las
secuencias completas de Vg de insectos hemimetabolos mostré claramente dos
clusters. Las secuencias de Vg de dictiopteros y hemipteros aparecieron en
clusters separados, en ambos casos con valores de bootstrap de 99%. Dentro de
los hemipteros, T. infestans se agrupd con R. prolixus con un valor de bootstrap de
100% y ambas especies se relacionaron estrechamente con L. deyrollei (99%). Por
otra parte, R. clavatus se relaciond con P. stali con un elevado valor de bootstrap
(100%). G. nigrofuscata se ubicdé en una posicion basal en el cluster de

hemipteros con un valor de bootstrap de 96 %.
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4.6. Expresion de los genes Vgl y Vg2 a nivel de transcripcion en ambos

sexos, diferentes tejidos y dos estadios evolutivos de Triatoma infestans

Se analizo la expresion de los genes Vgl y Vg2 a nivel de ARNm en
ambos sexos, diferentes tejidos y dos etapas de desarrollo de T. infestans. En
todos los casos, la expresion se determind en ejemplares del insecto vector
después de 5 dias de haber sido alimentados con sangre. Los resultados de la PCR
en tiempo real revelaron que Vgl y Vg2 se expresaron en Cuerpo graso y en
ovarios de hembras adultas (Figura 17). Ademas, se detectd una leve expresion de

Vg2, en cabeza y musculo de hembras adultas.
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4.7. Cinética de la expresion transcripcional de los genes Vgl y Vg2 pre y

post-alimentacion

Bajo nuestras condiciones estandarizadas de laboratorio, el periodo entre
la eclosion a la etapa adulta y la primera alimentacion es para las hembras de T.
infestans de aproximadamente 7 dias (periodo pre-vitelogénico). Después de la
alimentacion (comienzo del periodo vitelogénico), la primera oviposicion ocurre
entre los dias 13 y 15 y se extiende hasta los dias 22-23 posteriores a la ingesta de
sangre (final del periodo vitelogénico). El inicio del periodo post-vitelogénico se
detecto con la interrupcion de la oviposicion (Figura 10). Para la postura de un
segundo lote de huevos se necesita, como en otros triatominos, de una nueva
alimentacion de sangre (Stoka y col., 1987; Aguirre y col., 2011).

Se analizo la expresion a nivel de ARNm de los genes Vgl y Vg2 en
ejemplares adultos de ambos sexos de T. infestans en diferentes dias después de la
muda y de la ingesta de sangre. Ademas, se investigd la expresion de los genes Vg
en hembras de estadio ninfal V en diferentes dias después de una segunda
alimentacion de sangre. No se detectd expresion de los genes Vgl y Vg2 en el
cuerpo graso de las ninfas ni en el cuerpo graso de machos adultos de T. infestans,
mientras que ambos genes se expresaron en cuerpo graso y ovarios de hembras
adultas. Durante el periodo pre-vitelogénico, los genes Vgl y Vg2 se expresaron
ligeramente en cuerpo graso y ovarios de hembras adultas. Sin embargo, se

observaron diferentes patrones de expresion en ambos tejidos durante la fase
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vitelogénica. Los niveles de ARNm de Vgl y Vg2 comenzaron a aumentar en el
cuerpo graso desde el dia 1 después de la ingesta de sangre (Figura 18) y desde el

dia 10 en ovarios (Figura 19).

4.7.1. Expresion de los genes Vgl y Vg2 en cuerpo graso de hembras adultas

Como lo muestra la figura 18, en el cuerpo graso se observaron patrones
de expresion transcripcional similares de los genes Vgl y Vg2 a nivel de ARNm
(Figura 18). Ambos transcriptos demostraron depender de la alimentacion. Los
niveles de ARNm de Vgl y Vg2 fueron aproximadamente 4 veces superiores en el
dia 4 que en el dia 6 después de la ecdisis. Los niveles de los transcriptos de Vgl
y Vg2 fueron mas elevados el dia 1 después de la alimentacion en comparacion
con los insectos sin alimentar, después aumentaron progresivamente hasta llegar a
un primer pico el dia 4 y posteriormente disminuyeron entre los dias 5 y 8,
alcanzando en el dia 8 niveles similares a los detectados el primer dia después de
la alimentacion. Luego, ambos niveles de transcriptos aumentaron hasta alcanzar
su maximo el dia 12 post-alimentacion y después de este incremento empezaron a
disminuir lentamente. EI gen Vgl presento niveles de expresion significativos los
dias 4 y 11 (P < 0,05) después de la ingesta de sangre en comparacion con la
mayoria de los dias analizados y la expresion en el dia 12 posterior a la
alimentacion fue altamente significativa (P < 0,001) con respecto a todos los dias

analizados. La expresion del gen Vg2 fue significativa los dias 10 (P < 0,001) y
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11 (P < 0,05, P < 0,01, P <0,001) con respecto a la mayoria de los dias analizados
y el dia 12 (P < 0,001) después de la alimentacion la expresion fue significativa
con respecto a todos los dias. El nivel de transcriptos del gen Vgl fue
significativamente mayor que el del gen Vg2 en los dias 4 (P < 0,001) y 12 (P <

0,001) después de la ingesta de sangre y menor el dia 10 (P < 0,01) (Figural8).
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4.7.2. Expresion de los genes Vgl y Vg2 en ovarios de hembras adultas

En ovarios el incremento del ARNm de Vgl y Vg2 se detecto a partir del
dia 10 después de la alimentacion de sangre (Figura 19). El nivel de ARNm de
Vgl fue significativo los dias 12 (P < 0,001) y 13 (P < 0,05, P < 0,001)
posteriores a la comida de sangre en comparacion con el resto de los dias
analizados, excepto entre los dias 13 y 11. El nivel de transcriptos del gen Vg2 fue
elevado vy significativo los dias 11 (P < 0,001), 12 (P < 0,01, P < 0,001), 13 (P <
0,01, P <0,001) y 14 (P < 0,001) en la mayoria de los las comparaciones; el nivel
de ARNm de Vg2 fue significativamente mayor que el de Vgl durante esos cuatro

dias (P < 0,001) (Figura 19).
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4.8. Cinética de la expresion proteica del gen de vitelogenina

Se llevaron a cabo ensayos de Western Blot para evaluar el efecto de la
alimentacion en la expresion de la proteina Vg en hembras adultas. Se evalud la
expresion de la proteina en homogenatos de cuerpo graso y tejido ovarico
empleando el anticuerpo policlonal anti-vitelina (anti-Vt) empleado por Aguirre y
col. (2008) en su estudio de vitelogénesis en el triatomino Dipetalogaster maxima.
Los resultados mostraron que el anticuerpo reconoce en los homogenatos una
banda de peso molecular de 170/174 kDa compatible con Vt, en acuerdo con lo
reportado para otras especies de triatominos (Aguirre y col., 2008).

En cuerpo graso, durante la pre-vitelogénesis, la banda inmunorreactiva
correspondiente a Vg fue débil los dias 3 y 8 después de la ecdisis y escasamente
visible el dia 10 (Figura 20A). Por el contrario, la sefial de Vg aumentd
notablemente después de pocos dias de la alimentacion con sangre, durante la fase

vitelogénica (Figura 20B).

91



Resultados

(A) (B)
v BN EA R | b s PR eSS e e
I orceaus

i 3 8 10 3 7 10 14 17 20 2
(Dias post-ecdisis) (Dias post-alimentacion)
Pre-vitelogénesis Vitelogénesis

Figura 20: Expresion de Vg en cuerpo graso de hembras adultas de Triatoma infestans.
La expresion de Vg en cuerpo graso se analiz6 mediante Western Blot, usando un
anticuerpo policlonal anti-Vt. Las determinaciones se realizaron en diferentes tiempos
después de la ecdisis (fase pre-vitelogenica, periodo sin comer) y de que las hembras
recibieran una comida de sangre (fase vitelogénica) (A y B, respectivamente).Carril Vt:
vitelina purificada (0,2 ug/carril). Panel superior: las flechas indican el peso molecular

de las principales subunidades de Vt/Vg.

En los ovarios, el Western Blot mostré una banda inmunoreactiva débil
para la proteina Vg/Vt durante la pre-vitelogénesis (dias 3, 8, y 10 después de la
ecdisis) (Figura 21A), mientras que se observé un aumento notable de Vt desde el
dia 3 al 10 después de la ingesta de sangre (Figura 21B). De acuerdo con el patrén
de Vg/Vt encontrado en los ovarios, los ensayos de inmunofluorescencia
mostraron una fuerte sefial para Vt en los granulos de vitelo de los foliculos
terminales de hembras vitelogénicas (Figura 22B). Por el contrario, en los ovarios
pre-vitelogenicos la sefial VVg/Vt se encontrd principalmente en la region basal del
epitelio folicular, aunque en el interior de los ovocitos también se observo un

patron puntiforme fluorescente débil (Figura 22A). Este hallazgo sugiere que
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durante la pre-vitelogénesis, la Vg sintetizada se acumula en la region basal del

epitelio folicular para ser tomada por el ovocito durante la vitelogénesis.

(Dias post-ecdisis )

Pre-vitelogénesis

(B)
[-— lei74 kD
|Ponceau 5

i

I

3 g 10
(Dias post-alimentacion)

Vitelogénesis

Figura 21: Expresion de Vg en ovarios de hembras adultas de Triatoma infestans. La

expresion de Vg en ovarios se analiz6 mediante Western Blot, usando un anticuerpo

policlonal anti-Vt. Las determinaciones se realizaron en diferentes tiempos después de la

ecdisis (fase pre-vitelogenica, periodo sin comer) y de que las hembras recibieran una

comida de sangre (fase vitelogénica) (A y B, respectivamente). Carril Vt: vitelina

purificada (0,2 ug/carril). Panel superior: las flechas indican el peso molecular de las

principales subunidades de Vt/Vg.
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Figura 22: Localizacion de Vg/Vt en el tejido ovarico de Triatoma infestans por
inmunofluorescencia indirecta. Los ovarios de las hembras en pre-vitelogénesis (7 dias después de
la ecdisis) y vitelogénesis (4 dias después de la ingesta de sangre) se diseccionaron y se
procesaron como se indica en Materiales y Métodos. (A) Seccion de un foliculo terminal de una
hembra pre-vitelogénica que muestra fluorescencia en la region basal del epitelio folicular y en el
ovocito (puntas de flecha); (B) Seccion de un foliculo terminal de una hembra vitelogénica
mostrando la sefial fluorescente para Vt en los granulos de vitelo (flechas). FE, epitelio folicular;

Oo, ovocitos,; H, hemolinfa. Barras: 25 um.

4.9. Silenciamiento de los genes Vgl y Vg2 utilizando ARN de interferencia

(ARN))

Con el propdsito de silenciar los genes Vg en hembras adultas de T.
infestans se utiliz6 la técnica de interferencia por ARN empleando ARN de doble
cadena (ARNdc) (Hannon, 2002). Un fragmento de 650 pb del gen Vgl y otro de

500 pb correspondiente al gen Vg2 se amplificaron utilizando primers especificos
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y ADNCc obtenido a partir de cuerpo graso. Los producto de PCR se usaron como
molde para la sintesis de ARN bicatenario utilizando el Sistema RiboMax T7 de
Promega. Cinco pl de ARN bicatenario purificado correspondiente a cada gen se
inyecto en forma independiente entre el quinto y sexto esternito del abdomen de
hembras adultas de T. infestans utilizando una jeringa Hamilton. Un grupo control
se inyect6 con 5ul de agua libre de nucleasas. A continuacion las hembras de los
tres grupos experimentales fueron alimentadas y se extrajo cuerpo graso Yy tejido
ovarico los dias 4 y 5 después de la alimentacion, respectivamente. A partir de
estos tejidos se evaluaron, mediante PCR en tiempo real, los efectos de la
inyeccion con el ARNdc en la expresion de los genes de Vg (Vgl y Vg2). El
analisis comparativo entre el grupo control y los grupos tratados con ARNdc
mostré que la expresion de los genes Vgl y Vg2 se redujo significativamente (P <
0,001) en cuerpo graso (Figura 23 A, B) y en ovarios (Figura 23 C, D) después de
la inyeccion con ARN;. Mientras que no se observaron diferencias significativas
en la expresion relativa de Vgl y Vg2 en las hembras inyectadas con agua libre de
nucleasas en comparacion con aquellas, que en las mismas condiciones de
alimentacion, no fueron inyectadas.

Por otra parte, se realiz6 un seguimiento durante el periodo vitelogénico
de las hembras inyectadas con ARNdc y con agua libre de nucleasas que no se
utilizaron para validar los efectos de silenciamiento mediante la técnica gPCR. En
correlacion con los datos mostrados en la Figura 23, el analisis preliminar del
fenotipo de falta de funcion de Vg reveld ausencia de oviposicion de las hembras

tratadas con ARNdc de ambos genes con respecto al grupo control.
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Figura 23: Efectos del silenciamiento con ARN; en la expresion de los genes Vg 1y Vg2 en cuerpo
graso (A, B) y ovarios (C, D) de hembras adultas de Triatoma infestans. En todos los casos se
observé un descenso significativo de la expresién en los grupos inyectados con ARNdc con
respecto a los inyectados con agua (controles). Cada experimento se replico en forma

independiente y consistié de en un pool de 3 hembras adultas. Los asteriscos indican diferencia
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estadistica significativa: * P < 0.05, ** P <0,01.
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5. DISCUSION

Los insectos hematofagos, tales como Triatoma infestans, ingieren
grandes cantidades de sangre en una sola comida, que por lo general corresponde
varias veces su peso corporal (Canavoso y col., 2004; Atella y col., 2005). Se ha
descripto en estos insectos la importancia de una comida de sangre para el inicio
del proceso de vitelogénesis, ya que en cada ciclo gonadotrofico una adecuada
cantidad y calidad de nutrientes promueve en cuerpo graso la sintesis de proteinas
precursoras del vitelo (PPVs), siendo la vitelogenina (Vg) una
fosfolipoglicoproteina precursora de la vitelina (Vt), principal componente del
vitelo y fundamental para el desarrollo del embrion. Actualmente se acepta que la
ovogénesis es controlada por hormonas que son liberadas en respuesta a la
distencién abdominal causada por una ingesta de sangre (Davey, 1987). Sin
embargo, la dilatacion abdominal por si sola no es suficiente para inducir
ovogénesis sino que depende de la presencia de proteinas en la dieta (Hack, 1955;
Garcia y Azambuja, 1985; Atellay col., 2005).

Con el prop6sito de estudiar el proceso de vitelogénesis en T. infestans,
en una primera instancia se identificaron dos genes Vg (Vgl y Vg2) (Blariza y
col., 2014). Se han descripto multiples genes Vg en diversas especies de insectos,
que incluyen a Locusta migratoria, Leucophaea maderae, Riptortus clavatus,
Plautia stali, Periplaneta americana y Aedes aegypti. Sin embargo, el rol que
cumplen los diferentes genes Vg detectados en insectos es aun incierto (Tufail y

col., 2014).
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La comparacion de la secuencia de aminoacidos deducida del ADNc del
gen Vg2 de T. infestans con otras 18 secuencias de Vg correspondientes a 14
especies de insectos, confirmo la existencia de regiones altamente conservadas
como el motivo GL/ICG, las regiones poliserinas y el motivo DGXR (Tufail y
col., 2005; Tufail y Takeda, 2008, 2009, 2014). Se propuso que los residuos DG
del motivo DGXR conjuntamente con el motivo GL/ICG y residuos de cisteinas
en posiciones conservadas podrian formar una estructura necesaria para la
adecuada funcién de la Vt durante la embriogénesis (Tufail y col., 2001). Sin
embargo, la funcién especifica de otros aminoacidos altamente conservados en la
region C-terminal de la mayoria de las Vgs, también presentes en T. infestans,
como por ejemplo los aminoacidos acidos aspartico (D) y glutdmico (E) y los
aminoéacidos hidrofobico prolina (P) e hidrofilico tirosina (), todavia permanece
incierta. Por otra parte, se ha propuesto que las regiones de poliserina pueden
servir como sitios de fosforilacién, dando origen a una elevada concentracién de
cargas negativas (Goulas y col., 1996) que podria promover la solubilidad de la
Vg (Gerber-Huber y col., 1987). Miller y col. (1982) y Dhadialla y col. (1992)
informaron que la defosforilacion de Vg reduce su captacion por el ovocito,
sugiriendo que los residuos fosforilados podrian contribuir a la interaccion entre
Vg vy su receptor en la superficie del ovocito.

El andlisis de la expresion de los genes Vg a nivel de ARNm en ambos
sexos, diferentes tejidos y dos etapas de desarrollo reveld la presencia de
transcriptos de Vg sélo en hembras adultas (Blariza y col., 2014). Los genes Vgl
y V(g2 se expresaron en cuerpo graso Y tejido ovarico y, en mucha menor medida,

se observo expresion de Vg2 en la cabeza y el masculo (Figura 17). En general en
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insectos, se ha observado que el cuerpo graso de hembras es el sitio de biosintesis
de Vg (Engelmann, 1983; Giorgi y Nordin, 2005; Tufail y Takeda, 2008). Sin
embargo, en concordancia con nuestros resultados, algunos estudios han indicado
que el cuerpo graso no es el unico tejido vitelogénico y que en el epitelio folicular
de ovarios de algunas especies se produce una sintesis complementaria de Vg
(Melo y col., 2000; Giorgi y col., 2005; Belles, 1998, 2005). El cuerpo graso es un
organo multilobulado que se distribuye principalmente en el abdomen y en menor
medida en térax y cabeza (Raikhel y col., 2005). Es probable que los niveles
infimos de expresion del gen Vg2 detectados en cabeza y musculo se puedan
atribuir a la expansion del cuerpo graso sobre dichos tejidos.

Por otra parte, se investigd la expresion de los genes Vg a nivel de
transcripcion en ambos sexos de ejemplares adultos de T. infestans en diferentes
dias después de la muda (post-ecdisis, periodo sin alimentar) y de una ingesta de
sangre (post-alimentacion). Ademas, para determinar el inicio de la expresion de
la Vg en T. infestans, se analizaron hembras de estadio ninfal VV en un rango de 5 a
15 dias después de una segunda alimentacion de la sangre. De acuerdo con
nuestros resultados preliminares (Blariza y col., 2014), obtenidos a partir de
determinaciones de expresion realizadas en ninfas de quinto estadio y machos
adultos el dia 5 pos-alimentacion, no se observd expresion de Vgl y Vg2 en
cuerpo graso de hembras de estadio ninfal VV o de machos adultos. Contrariamente
a estos resultados, se ha detectado Vg en machos de algunas especies de insectos
(Engelmann, 1979; Trenczek y Engels, 1986; Valle, 1993; Piulachs y col., 2003),
incluyendo el hemiptero Rhodnius prolixus, y se ha observado también Vg en

hembras de quinto estadio ninfal de esta especie (Valle y col., 1993). Como se
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demostro, los genes Vg se expresaron a nivel de ARNm en cuerpo graso y ovarios
de hembras adultas de T. infestans (Blariza y col., 2014). Sin embargo, se
observaron diferentes patrones de expresion en ambos tejidos (Figuras 18 y 19).
Los primeros niveles de ARNm de Vg en T. infestans se detectaron
después de la emergencia al estadio adulto (post-ecdisis) y la proteina también
estuvo presente durante este periodo sin alimentacion. Aungue en varios érdenes
de magnitud inferior que en la hembras adultas alimentadas con sangre, el hecho
de que los genes Vgl y Vg2 se expresan en el cuerpo graso de hembras adultas sin
alimentar (periodo pre-vitelogénico), sugiere que los genes Vg pueden ser
expresados constitutivamente en esta etapa. Las VVgs de insectos también han sido
implicadas en el transporte de azUcares, lipidos, fosfatos, vitaminas y hormonas
(Chen y col., 1997; Sappington y Raikhel, 1998). Es posible que la presencia de
Vg durante la fase previtelogénica esté relacionada con algunas de estas
funciones. Por otra parte, los insectos hemat6fagos como los vectores de la
enfermedad de Chagas, requieren grandes ingestas de sangre para activar los
genes que participan en la digestion de la sangre, la sintesis de PPVs y en Gltima
instancia, la produccion de huevos (Raikhel, 2005). Aunque en T. infestans se
observo autogenia, definida como la capacidad de una hembra adulta de poner
huevos sin haber ingerido ninguna comida de sangre en esta etapa (Noriega y col.,
1992), bajo nuestras condiciones de crianza de las colonias de laboratorio las
hembras fueron anautogenas. En este contexto, es probable que aunque
insuficiente para promover la vitelogénesis y la produccion de huevos, el
remanente de sangre ingerida por las hembras anautogenas durante el Gltimo

estadio ninfal sea suficiente para la sintesis de pequefios niveles de Vg durante la
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pre-vitelogénesis.

Los niveles de ARNm de Vgl y Vg2 en el cuerpo graso de hembras
adultas aumentaron considerablemente después de la ingesta de sangre y se
mantuvieron elevados 24 dias después de la alimentacion (Figura 18). En forma
coincidente con el patron de transcripcion, la sefial de Vg detectada por
inmunoreaccién en el cuerpo graso de hembras adultas aumento después de la
alimentacion, permaneciendo elevada durante el periodo vitelogénico (Figura 20).
De acuerdo con otros estudios, que han demostrado que el cuerpo graso de las
hembras es el principal sitio de la biosintesis de Vg en los insectos (Tufail y
Takeda, 2008), los niveles de transcripcion de Vg fueron elevados en el cuerpo
graso de hembras adultas de T. infestans. Como era de esperar, después de la
alimentacion (periodo vitelogénico), la sangre fue utilizada para promover la
sintesis de Vg en cuerpo graso. En concordancia con nuestros resultados, Aguirre
y col. (2008) detectaron mediante ensayos de Western Blot una minima expresion
de la proteina Vg en el cuerpo graso de otro triatomino, Dipetalogaster maxima,
durante el periodo sin alimentacion; sin embargo, la expresion de Vg en el cuerpo
graso y sus niveles en la hemolinfa aumentaron significativamente después de la
ingesta de sangre. Como se ha demostrado en otras especies de hemipteros, como
R. prolixus (Coles, 1965; Wang y Davey, 1993) y Triatoma protracta (Mundall y
Engelmann, 1977), lo mas probable es que este proceso esté controlado por la
hormona juvenil (HJ) secretada por la glandula neuroenddcrina localizada en el
complejo retrocerebral, denominada corpora allata.

Vg es la proteina precursora del vitelo que ofrece reservas de energia en

los invertebrados y vertebrados oviparos. En los insectos hembra, el cuerpo graso
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produce precursores del vitelo tales como Vgs, que se secretan en la hemolinfa y
luego son captadas por ovocitos competentes a través de endocitosis mediada por
receptor (Snigirevskaya y Raikhel, 2005; Tufail y Takeda, 2009). En los ovocitos,
la Vg se almacena en los granulos de vitelo como Vt. Durante este proceso, las
Vgs se modifican por glicosilacion, lipidacion, fosforilacion y clivaje proteolitico
(Dhadialla y Raikhel, 1990). Ademas de la acumulacion de Vg sintetizada por el
cuerpo graso, los ovarios también sintetizan proteinas que se requieren para el
desarrollo embrionario (Melo y col., 2000; Giorgi y col., 2005; Belles, 1998,
2005). Aunque se han descripto diferencias en el contenido lipidico y en el grado
de fosforilacion de Vg y Vt, en la mayoria de los insectos se ha observado que
estas proteinas comparten propiedades inmunogénicas y caracteristicas fisico-
quimicas (Salerno y col., 2002; Raikhel y Dhadialla, 1992). En este sentido, un
estudio en el que se utiliz6 un anticuerpo policlonal anti-Vt obtenido a partir de D.
maxima, revelé que Vg y Vt poseen propiedades inmunogénicas similares
(Aguirre y col., 2008). Se demostré que los anticuerpos generados contra las
subunidades mayores de Vt de D. maxima también reconocen inmunoldgicamente
Vgs de cuerpo graso y de la hemolinfa en las hembras de esa especie. Por otra
parte, ensayos preliminares demostraron que el anticuerpo policlonal dirigido
contra las principales subunidades de Vt de D. maxima (Aguirre y col., 2008),
reconoce en los homogenatos de T. infestans una banda de peso molecular
compatible con Vg/Vt, motivo por el cual se lo utiliz6 en el presente trabajo. Los
ensayos de Western Blot realizados a partir de ovarios de T. infestans, revelaron
un notable y progresivo incremento de Vt después de la ingesta de sangre (Figura

21). Sin embargo, es importante sefialar que este método no permite distinguir
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entre las Vts originadas a partir del cuerpo graso o del tejido ovarico.

Los elevados niveles de Vg detectados en el cuerpo graso después de la
alimentacion (Figura 20) fueron consistentes con las cantidades crecientes de Vt
observadas en el tejido ovarico (Figuras 21 y 22). En estudios realizados en los
triatominos R. prolixus (Oliveira y col., 1986), Panstrongylus megistus (Frutero y
col., 2011) y D. maxima (Aguirre y col., 2011), se observaron niveles notables de
Vg captada por endocitosis en los foliculos vitelogénicos. En T. infestans, se
observo, mediante ensayos de inmunofluorescencia, que los foliculos ovaricos
terminales de hembras vitelogénicas almacenarian grandes cantidades de Vit
(Figura 22), probablemente originada a partir de Vg captada por endocitosis. Sin
embargo, como ya se ha mencionado, la deteccién de transcriptos de Vg en los
ovarios de T. infestans (Figura 19) concuerda con observaciones realizadas en
otros insectos, en los que se ha demostrado que el epitelio folicular también esta
involucrado en la sintesis de proteinas del vitelo (Giorgi y col., 2005; Belles,
1998, 2005). A igual que en otros insectos, en R. prolixus el cuerpo graso es la
principal fuente de Vg (Valle et al., 1993). Sin embargo, se ha demostrado en esta
especie que las células del foliculo del ovario también sintetizan Vg,
especialmente después de que ha cesado la absorcién de Vg proveniente de la
hemolinfa (Melo et al., 2000). Ademas, Aguirre y col. (2008) observaron en D.
maxima una inmunorreaccion positiva con el anticuerpo anti-Vt en un reducido
namero de células epiteliales foliculares que rodean a los ovocitos mas grandes, lo
que sugiere que al menos algunas células foliculares podrian sintetizar Vg. Como
se ha observado en todos los triatominos, T. infestans (Stoka y col., 1987), R.

prolixus (Pratt y Davey, 1972) y D. maxima (Aguirre y col., 2008) tienen
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ovariolas con desarrollo asincrénico, motivo por el cual contienen ovocitos con
diferentes grados de la maduracion. En R. prolixus la sintesis de Vg de ovario
alcanza su pico durante la fase tardia del desarrollo de los ovocitos, justo antes de
la formacion del corion (Melo y col., 2000). Es probable que los foliculos
vitelogenicos tardios de T. infestans estén implicados en la sintesis de Vg, lo que
explicaria el aumento de los niveles de ARNm de Vg observados a partir del dia
10 después de la alimentacion (Figura 19), en coincidencia con el inicio de la
formacion de los huevos en los ovarios de esta especie.

La participacion de diferentes 6rganos en la sintesis de Vg sugiere un rol
diferente para estas VVgs que contribuyen al crecimiento de los ovocitos. Por otra
parte, la induccion de la expresion de los genes Vgl y Vg2 en cuerpo graso
dependiente de la alimentacidn, indicaria una participacion directa en la formacion
de los huevos. Los diferentes patrones de expresion de los genes Vgl y Vg2 a
nivel de ARNm observados en el cuerpo graso y el ovario durante la fase
vitelogénica, sugieren la existencia de diferentes factores reguladores que podrian
estar involucrados en la expresion de esos genes en el cuerpo graso y el tejido
ovérico de T. infestans. Como se infirié en un estudio realizado en Drosophila
melanogaster (Bownes, 1989), es probable que los diferentes perfiles de expresion
de ambos genes en el cuerpo graso y el ovario podrian ser causados por diferente
sensibilidad de estos tejidos a las hormonas del desarrollo.

Un método reciente que permite interrumpir la funcién de genes
especificos es el que utiliza ARN de interferencia (ARN;). EI ARN; inhibe la
acumulacién de los transcriptos de un gen en particular (Fire y col., 1998). Se ha

convertido en una herramienta poderosa para el silenciamiento de genes en un
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amplio rango de organismos, tales como Drosophila, Tribolium, Caenorhabditis
elegans, ratones (Hutvagner y Zamore, 2002; Hannon, 2002), abejas (Beye y col.,
2002) y en insectos hemipteros (Huges y Kaufman, 2000). La técnica de
interferencia por ARN se caracteriza por su simplicidad y por ser aplicable tanto
en vitro como en vivo (Fjose y col., 2001). Por otra parte, si bien han surgido
varios métodos para evaluar la funcién especifica de los genes, se ha destacado el
uso de ARN de doble cadena (ARNdc) como una de las metodologias mas
prometedora en la interferencia por ARN (Hannon, 2002).

En un trabajo con abejas adultas, Amdam y col. (2003) observaron una
elevada eficacia de la técnica de inyeccion intra-abdominal con ARNdc para
inhibir la expresion del gen Vg. Solo el 15% de las abejas adultas criadas a partir
de huevos inyectados con ARNdc redujo los niveles de ARNm de Vg y se
observo que la interrupcién parecia ser incompleta en algunos individuos;
mientras que el grupo con inyeccion intra-abdominal mostrdé una reduccién del
96% de los transcriptos de Vg. Por otra parte, al igual que lo observado en el
nematodo C. elegans (Hunter, 1999), en el triatomino R. prolixus se determino
que la inyeccién de ARNdc es mas eficaz que su ingestion en la induccion de
interferencia por ARN (Araujo y col., 2006). Se ha propuesto que este efecto
podria deberse a la estructura y la disposicion del cuerpo graso (Amdam y col.,
2003), debido a que este tejido se encuentra altamente expuesto en el abdomen del
insecto cuando se inyecta ARNdCc.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo muestran que el tratamiento
por inyeccion intra-abdominal de ARNdc en hembras adultas de T. infestans logro

reducir significativamente los niveles de expresion del ARNm de Vgl y Vg2 en
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cuerpo graso y ovarios. El andlisis del fenotipo producido por la falta de funcion
de Vg, se correlaciond con los datos mostrados en la Figura 23 e indicO haber
inhibido la oviposicion en las hembras de T. Infestans tratadas en comparacion
con aquellas inyectadas con agua libre de nucleasas (grupo control). Sin embargo,
estos ensayos funcionales son preliminares y deben profundizarse con un nimero
superior de hembras destinadas a un bioensayo de oviposicion.

Wang y col. (2013) demostraron en sus estudios en Helicoverpar
armigera que el silenciamiento del gen que codifica para 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA reductasa reduce los niveles de ARNm de Vg, influye en la
fecundidad y reduce la oviposicién. Estos autores consideraron que la técnica de
interferencia por ARN seria una promesa contra esta plaga y otros insectos plagas
similares, mediante la liberacién de hembras molecularmente esterilizadas por el
silenciamiento de ese gen. La aplicacion de esta técnica en el estudio de la funcion
de genes como los involucrados en la reproduccion aportaria nuevas bases para el
disefio de estrategias alternativas de control del vector de la enfermedad de
Chagas T. infestans, fundamentalmente en areas en las que el insecto vector

manifiesta resistencia al tratamiento con insecticidas.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

e La expresion de los genes Vgl y Vg2 en el cuerpo graso de hembras adultas
anautogenas sin alimentar (periodo pre-vitelogénico), sugiere que los genes Vg

pueden ser expresados constitutivamente en esta etapa.

¢ El remanente de sangre ingerida por las hembras anautogenas durante el Gltimo
estadio ninfal, aunque insuficiente para promover la vitelogénesis y la
produccion de huevos, seria suficiente para la sintesis de pequefios niveles de Vg

durante la pre-vitelogénesis.

e La presencia de Vg durante la fase pre-vitelogénica estaria relacionada con otras
funciones descriptas para Vg como el transporte de azUcares, lipidos, fosfatos,

vitaminas y hormonas.

e En cuerpo graso, se confirmé que el aumento de los niveles de ARNm de Vgly
Vg2 observado después de la alimentacion se correlaciona con el incremento de

la proteina Vg.

¢ Los niveles de expresion de los genes Vg en el cuerpo graso de hembras adultas
de T. infestans indican, al igual que lo observado en otros insectos, que el cuerpo

graso de las hembras es el principal sitio de la biosintesis de Vg.

109



Conclusiones

e Las cantidades crecientes de Vt observadas en el tejido ovarico durante el
periodo vitelogénico se originarian a través de captacion por endocitosis de Vgs

sintetizadas por el cuerpo graso.

e El hallazgo de la sefial de proteina Vg/Vt en los ovarios pre-vitelogénicos,
principalmente en la region basal del epitelio folicular, sugere que la Vg
sintetizada se acumula en la regién basal de ese epitelio para ser tomada por el
ovocito durante la vitelogénesis. Ademas, la deteccion de transcriptos de Vg en
los ovarios de T. infestans también indica que el epitelio folicular esta

involucrado en la sintesis de proteinas del vitelo.

e En ovarios, el aumento de los niveles de ARNm de Vg observados a partir del
dia 10 después de la alimentacion sugiere que en los foliculos vitelogénicos

tardios se produciria la mayor sintesis de Vg detectada en este tejido.

e Los diferentes patrones de expresion de los genes Vgl y Vg2 a nivel de ARNm
observados en el cuerpo graso Yy el ovario durante la fase vitelogénica, sugieren
la existencia de diferentes factores reguladores que podrian estar involucrados en

la expresion de esos genes en el cuerpo graso y el tejido ovarico de T. infestans.

e La aplicacién de la técnica de interferencia por ARN en el estudio de la funcion
de genes involucrados en la reproduccion aportaria nuevas bases para el disefio
de estrategias alternativas de control del vector de Chagas T. infestans,

fundamentalmente en areas en las que el insecto vector manifiesta resistencia al
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