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RESUMEN

La composicién y organizacién del genoma del
onic6foro Epriperipatus biolleyi fueron analizadas

utilizando técnicas fisico-quimicas cléasicas y técnicas

moleculares del ADN recombinante. Algunos aspectos
relevantes determinados incluyen: un valor C promedio de
4.7 pg a partir del cual se estimdé un peso molecular de

9.4 x108 pares de Dbases, un contenido de bases
Guanina-Citocina del 30 % determinado mediante
ultracentrifugaciones analiticas el contenido de bases
Guanina-Citocina como de 30%, mientras que las
centrifugaciones preparativas en gradientes isopicnicas de
CsCl revelaron un perfil asimétrico con un hombro
pronunciado hacia el fondo de la gradiente y una serie
dispersa de satélites mas livianos.

La digestion del ADN genémico con las endonucleasas
de restriccién Bgl II, Haelll y HindIII, revel6 la presencia
de familias de secuencias repetidas. Una banda prominente
de aproximadamente 2 Kb derivada de la digestién con Bgl 1II
(familia repetida Bgl II) fue clonada en el sitio BamHI del
vector pUC13 dicho plésmido recombinante fue denominado pEb4
(pldsmido EBpiperipatus biolleyi, colonia Pt4 ). Esta familia
de secuencias fue posteriormente subclonada en el plasmido
PGEM 7Zf en el sitio HindIII/Eco RI, y se denomin6é pGEB4-10.
Con 1la finalidad de generar una serie unidireccional de
deleciones este pléasmido fue sometido a la accién de la

nucleasa Exo III . Estas deleciones fueron secusnciadaa por
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el método Dideoxi de Sanger. La secuenciacién de esta
familia revelé contenido de bases AT del 64 %, 1lo aque
concuerda con la tendencia presentada por el genoma de este
organismo. Si bien no se detectaron regiones traslapantes
que permitieran la reconstruccién de la secuencia, se
determiné 1la presencia de un motlvo cercano a los 50
nuclebétidos que se replte en al menos 4 de las deleciones.
Esta famllia repetida puede ser catalogada como
moderadamente repetida ya que se encuentra representada en
el genoma 23 000 veces.

Con el fin de determinar la presenclia de genes
especificos portadores de la secuencia de consenso Homeo,
como los que determinan segmentacién y diferenciacién en
Drosorhila , se elabor6é una genoteca de este organismo. E1
material gendmico fue digerido en forma parcial digestidn

rarcial con la endonucleasa Sau 3A y los fragmentos
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generados fueron clonados en el fago Lambda de reemplazo
EMBL3 . Fueron recuperaron 150 000 fagos recombinantes que
constituyen la primera genoteca de un onicéforo , la cual se
estima que contiene alrededor de 3 x10® pb y representa un
40% del genoma. El andlisis de la genoteca por hibridacidn
molecular por medio de la utilizacidén de la secuencia de
consenso Homeo del gen Antenapedia de Drosophila como sonda,
determiné la presencia de 20 fagos recombinantes que
presentan al menos un 50% de homologia. Esta sonda fue
capaz de detectar lés secuencias Homeo de los genes
Antenapedia, Ultrabitorax, SCR y Ftz en condiciones de
hibridacién estrictas (SSC 2X,65 C) vy las de los genee gba,
eve Vv engralled en condiciones menos estrictas (S5C5X, 45
C). los genes bed, prd y cad presentaron resultados

negativos en todos los casos.
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INTRODUCCION:

Los onicé6foros constituyen un grupo de
invertebrados vermiformes que se caracterizan por presentar
un nOGmero variable de apéndices locomotores o lobopodios
(Barnes, 1969). El grupo ha sido dividido en dos grandes
familias distribuidas en 4&reas geograficas especificas
alopédtricas. La familia Peripatidae se encuentra en Areas
circumtropicales de América, Asia y Africa, mientras que 1la
familia Peripatopsidae se 1limita a zonas australes del
rlaneta (Ghiselin, 1985).

Desde la primera descripcién de un miembro de este
grupo en 1826 por L. Guilding (Ghiselin, 1985), han surgido
interrogantes en relacién a su posicién filogenética. Estas
se han sustentado en la presencia de caracteristicas
fisiolégicas y anatémicas compartidas tanto con anélidos
como con artrépodos (Barnes, 1869), que han 1llevado a
numerosos autores a considerarlos un eslab6én o - forma
transicional entre estos grupos (Ghiselin, 1985).

Basado en datos de anatomia comparada y en apoyo a
la hipdotesis difilética del origen de los artrépodos, Manton
(1985) clasifica a los onicéforos como parte del nuevo Filo
Uniramia en el cual se incluyen miridpodos y hexédpodos, ¥y
eleva Arthropoda a la categoria de Superfilo.

La evidencia embriolégica (Anderson, 1873) por su
parte, apoya esta visién y permite establecer que los

artr6podosg uniramos han divergido independientemente a



partir de un supuesto ancestro segmentado, probablemente un
anélido primitivo marino y que los onicdéforos no constituyen
formas ancestrales de ningin otro miembro del grupo. Sin em-
bargo, pareciera que los onicéforos han conservado casi
invariables caracteristicas morfoldégicas compartidas con
dicho ancestro segmentado, lo que ha motivado esta
congideraci6n . El hallazgo en estratos Cambricos de formas
fosiles del género Aysheaia (Gould, 1989) que parecen
pertenecer a organismos muy semejantes a log onic6foros
actuales, suglere que estos se han mantenido casi sin
variaci6tn anatémica y que deben ser considerados mas como
fésiles vivientes que como formas transicionales.
En contraposicién a esta visién polifiletista Brusca
& Brusca (1990), basados rn estudios de sinapomorfias
porponen la existencia de una linea directa de evolucidn
entre anélidos y artrépodos. En esta alternativa los
onic6foros se derivan directamente de un presunto ancestro
portador de numerosos apéndices ventrolaterales, del que a
su vez 8e originé el posible ancestro pre-artrdépodo que
culminé en la aparicién de los tardigrados y los artré6podos
verdaderos. Es asi como estos autores sithan a los onicéfors
como a un filo aparte debido a sus caracteristicas par-
ticulares y grado de "artropodizacién”.
Se ha sugerido que durante la evolucién de los
artroé6podos, a partir de este ancestro multisegmentado
portador de numerosos apéndices locomotores, debieron

producirse dos grandes cambios genéticos (Lewis, 1978) . En



primer término, la aparicidn de genes que promovieran la
supresién de apéndices locomotores y que confirieran una
identidad particular a cada segmento. En segundo término en
ciertas lineas evolutivas se requiridé de genes promotores de
halterios . Wilson, Maxon y Sarich en 1974, propusieron
gque el cambio evolutivo se da primordislmente a nivel de
los sistemas regulatorios mids que en genes estructurales
En este sentido genes involucrados en el control del
desarrollo embriolégico pudieron haber variado a tal grado
gque genersaran un cambio evolutivo del cual se deriva 1a
diversidad observada entre los artr6podos unirramos (Raff &
Kaufman, 1989).
Una nueva visién de 1la evolucién de los artrépodos

ha emergido recientemente con los estudios de Emerson y
Schram (1990), gque pretende establecer un vinculo evolutivo
directo entre los artrbd6podos unirramos y los quelicerados ,
esta contrasta con la postura polifilética sustentada por
los datos obtenidos en 1los estudios de morfologia comparada
b4 embriologia. Segin estos autores, la clave en este
procego es dada por la evolucidén misma de los apéndiées
birramos de los crustéceos. |

Basados en la evolucién de lo que ellos consideran una
unidad del desarrollo, es decir, el complejo formado por un
determinado segmento y su (s) apéndice (8), y gracias al
hallazgo de un artrépodo f6sil relacionado a los crusticeos
ramipedos (Tesnusocaris goldichi), estos autores proponen

que los apéndices birramos se derivaron de los unirramos por



fusidén de segmentos adyacentes, en un procesco que origind
inicialmente una condicién semejante a la encontrada en
Tesnusocaris, en el que esta fusién a nivel de la porcién
basal de los apéndices es incompleta, hasta culminar en el
apéndice birramo encontrado en los crustédceos modernos . Una
condicidon segmental similar a Tesnusocaris se presenta en
miridpodos modernos como paurdpodos N4 diplépodos
considerados como log miembros mds primitivos del grupo. En

sintesis, se propone una secuencia evolutiva monofilética
que coloca a un organismo ancestral uniramo diplosegmentado
en la base, de la cual se derivan los grupos unirramos
monosegmentados (ineectos y centipedos) y los crustaceos
birramos. Asimismo, se especula que este ancesgtro
diplosegmental surgié de un organismo unirramo cercano al
ancestro onicéforo .

Estudios moleculares del desarrollo pueden ser vitales
rara evaluar esta propuesta ya que se considera que la
evolucién de lose diferentes tipose de complejos
segmento-apéndice puede egtar controlada por cambios en 1la
expresién temporal de genes que median las relaclilones
intersegmentales. Genes que podrian pertenecer a esta
categoria , son los conocidos como genes peridbdicos
(rair-rule) que 8se expresan en segmentos pares o© impares
( fushi—-tarazu, even-skipped y paired) o log que determinan
la polaridad segmental (engrailed y wingless) en los
embriones de Drosophila (Inghan, 1988), los cuales son

siendo ampliamente eestudiados a nivel molecular. El



descubrimiento también en Drosophila (McGinnis, 1984; Scott
& Weiner, 1984) de secuencias asociadas a genes reguladores
del desarrollo, conocidas actualmente como secuencias de
consenso Homeo , ha permitido no solo tener un conocimiento
preciso de los eventos moleculares que gobiernan la
embriogénesis y organogénesis en Drosophila, sino también
la deteccidn y clonaje de genes homélogos en otros
organismos (Holland & Hogan, 1986).

Se se considera que durante 500 millones de afios
los onic6foros han variado muy poco anatdmicamente con
respecto a su pariente fésil directo Aysheaia (Gould,
1989), su genoma podria haber congelado caracteristicas de
organizacién y regulacién génicas ancestrales también es en
este gentido que el aislamiento y andlisis de genes
involucrados en el control del desarrollo en onicéforos, un
grupo de orgsnismos que pareciera ser unc de los pocos
puntos de convergencia entre los defensores de las
corrientes mono y polifilética podria revelar las etapas
primarias del proceso evolutivo de 1los artrépodos y
contribuir a despejar esta controversia.

Molecularmente, los onicéforos han permanecido
inexplorados por casl dos siglos lo cual puede deberse
primordialmente a su restringida distribucién geografica vy
dificultad de recolecta. En Costa Rica estudios previos de
campo han permitido definir regiones especificas de
recolecta (Morera, en prensa) . Basados en criterios de

sbundancia se ha selecclonado 1la especie Epiperipatus



biolleyi (Bouvier, 1902) como modelo de estudio para el
establecimiento de la organizacién genémica de los

onicéforos.



OBJETIVO GENERAL:

Analizar 1la organizaciéon gendmica del onicéforo

Epiperipatus biolleyi (Peripatidae, Onychophora) v

determinar la presencia de secuencias homélogas a las -

secuencias de consenso Homeo de Drosophila melanogaster.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1 Caracterizar el ADN de Epiperipatus biolleyi v
determinar los sigulentes parémetros moleculares:

porcentaje de bases guanina-citocina (% G-C) y valor C.

2 Determinar la presencia de familias de secuencias
repetidas. Clonar estas secuencias y analizar su secuencia

nucleotidica.

3 Elaborar una genoteca de EBpiperipatus biolleyl y
analizarla por medio de sondas de ADN correspondientes a

secuenclias Homeo de Drosophila melanogaster.



REVISION DE LITERATURA:

ORGANIZACION Y EVOLUCION DE GENOMAS EUCARIONICOS
I. CONTENIDO DE ADN Y SU SIGNIFICANCIA EVOLUTIVA:

los sistemas eucariénicos que comparten en la
actualidad nuestro planeta son el producto de la interaccién
entre las fuerzas evolutivas y un genoma que ha demostrado
ser depositario de una gran plastioidad. Con los avances en
las técnicas moleculares, 1la casi completa diseccién del
genoma eucarién ha sido abordada y han sido revelados
aspectos relevantes de su estructura y regulacién.

En el proceso de caracterizacién de wun genoma
eucarién particular dos aspectos estructurales deben ser
considerados: el contenido de ADN por genoma haploide
conocido como valor C y la complejidad de secuencias de
dicho material. El andlisis de las variaciones que estos
parametros han experimentado en los diferentes linajes puede
ser revelador de cual ha sido su contribucién particular al
proceso evolutivo y la tendencia gque éste ha seguido a
través de los siglos.

Durante la primera mitad del siglo 20, los
clit6logos consideraban como una de las principales
caracteristicas de la célula, gque el contenido de ADN de
las diferentes células de un organismo era altamente vari-
able. No fue sino después de los trabajos ploneros de Boivin

(1849 ) vy Mirsky & Ris (1951) gque se demostrod como el



contenido de ADN es caracteristico para cada organismo v
que es un valor constante para todas las células, con
excepci6én de las células germinales que por su condicién
haploide poseen la mitad del contenido de 1las células
somdticas . Mirsky (1951) realizé un andlisis del contenido
de ADN de 60 diferentes especies gque incluian vertebrados e
invertebrados. En términos generales estos estudios
sugirieron las siguientes relaciones entre el contenido de
ADN y el proceso evolutivo:

1. Podria haber una tendencia al aumento de ADN si se
comparan invertebrados inferiores (esponjas y celenterados)

con superiores (insectos).

2. Organismos relacionados , por ejemplo miembros de una
misma familia , evidencian poseer cantidades similares de

ADN.

3. La evolucién de los vertebrados terrestres ha 1ido
acompafiada de una disminucién en el contenido de ADN.
Estudios posteriores que incluian un espectro mas
amplio de organismos (Sparrow, 1972) shondaron en 1lo que
habia sido 1la preocupacién de muchos investigadores: la
relacién entre contenido de ADN vy la complejidad
organismica. Intuitivamente se esperaba obtener una
correlacion positiva que demostrara un significativo aumento
en el valor C conforme aumentaba la complejidad.

Si bien una ligera tendencia en ese sentido puede



entreverse al comparar un nimero limitado de grupos; el
estudio mas exhaustivo 1llev6 al surgimiento de algunas
contradicciones que han sido referidas en la literatura como
la "Paradoja del Valor C". Raff y Kaufman consideran que
ésta se nutre de tres incongruencias basicas.

En primer término y basados en los resultados de
Sparrow, se determiné que organismos con diferentes grados
de complejidad pueden compartir valores muy cercanos de
contenido de ADN , como es el caso de Drosophila (Valor C
0.18 pg) considerado como un organismo complejo gue sin em-
bargo, comparte estos valores con mohos y esponjas. En esta
misma perspectiva se ha determinado que organismos
considerados primitivos (peces pulmonados) muestran valores
C mayores que organismos relacionados més avanzados, esta
tendencia es particularmente clara en el caso de los
insectos (Raff & Kaufman, 1983). En este caso, sin embargo ,
es conveniente recordar que el avance evolutivo en un linaje
determinado puede significar especializacién més gque aumento
en la complejidad orgénica, como ocurre en parasitismo vy
especializacién hacia formas més sencillas en su estructura
(eJ. serpientes).

Un segundo componente estéd representado por la
existencia de organismos muy relacionados e inclusive con
un ajuste evolutivo similar, que amenudo presentan genomas
de tamafios diferentes, como se demuestra en el caso de

diferentes especies de Drosophila (Laird, 1973).
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En tercer término se hace notar que organismos con
genomas notablemente pequefios contienen méas ADN que el que
se eXpresa en realidad. Las dos Wltimas incongruencias
convergen en el hecho de que el ADN es un agente activo en
el proceso evolutivo y sus variaciones pueden contribuir
significativamente &8l surgimiento de nuevos organismos. El
aumento del contenido de ADN por mecanismos de duplicacién y
divergencia puede no sélo contribuir con el surgimiento de
nuevas secuencias génicas, sino que tener un efecto
significativo sobre 1los procesos de divisiétn celular v

desarrollo (Cavalier-Smith, 1978) .

II. LA COMPLEJIDAD DEL GENOMA EUCARIONICO:

Como se desprende de los andlisis del contenido de
ADN de los organismos eucariénicos , el aumento del mate-
rial génico ha sido una estrategia comin seguida en muchos
linajes que ha llevado a generar una gran diversidad (en
cuanto a la organizacién) de las secuencias génicas.

De acuerdo a su representaclidn en el genoma, las
secuenclias génicas en eucariones se clasifican en : 1)
secuencias Gnicas, de las cuales es posible encontrar sélo
una copla por genoma haploide y que contribuyen a la
heterogeneldad de los ARN mensajeros ; 2) secuencias
moderadamente repetidas con una representaciéon de 103-108
copias por genoma haploide y 3) 8secuencilas altamente

repetidas con mds de 108 copias (Jelinek, 1982).
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La unidad de repeticién y organizacién de las dos
tltimas categorias de secuencias es caracteristica y ha sido
determinada por medio digestiones con enzimas de restriccidn
(Singer, 1982).

Las 8secuenclias &altamente repetidas muestran una
complejidad Que varia de 2 a 2350 pares de bases
(pb)(Gabor, 1982), sus coplas se organizan y forman un
arreglo en tandem que se concentra en zonas heterocromédticas
de los cromosomas (Singer , 1982). Debido a su alto patrédn
de repeticiétn y a su composicidén particular de bases,
algunas secuencias altamente repetidas pueden ser separadas
de 1la banda principal de ADN &l ser centrifugadas en
gradientes isopicnicos de Cloruro de Cesio (Singer, 1882),
vy forman 1la entidad conocida cléasicamente como ADN
satelitico. Aquellas que estédn presentes en menor cantidad o
cuya composicién en bases no permite su separacioén en Cesio,
han s8ido clasificadas como satélites cripticos (Singer,
1982). Ambos tipos de satélites presentan un comportamiento
replicativo similar, caracterizado por replicacién tardia en
fase S del ciclo celular y baja replicacié6n en cromosomas
politénicos (Singer, 1982). Aunque usualmente no se presenta
transcripcién apreciable , ésta ha sido demostrada en
cromogosmas plumulados durante la oogénesis en T. cristatus
(Varley et al. , 1980 ; Baldwuin & Macgregor, 1985); en
Notophthalmus viridescens (Diaz et al., 1981) y en Xenopus
laevis (Jamrich et al., 1983). Se desconoce sin embargo, si

esta transcripcién es producto de un evento de lectura a
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través por falla en el proceso de terminacién de 1la
transcripcioén de genes adyacentes (Singer, 1982).

Aunque se reconoce la presencia de ADN satélite en
un amplio rango de organismos su funcién permanece alGn sin
ger dilucidada. Han 2ido postuladas hipétesis que 1los
relacionan con la organizacién del genoma (Raff & Kaufman,
1989); en procesos de compactacién de la cromatina por la
participacién de proteinas de unién a dichas secuencilas
(Strauss & Varshavsky, 1984); y en procesos de linea germi-
nal (Singer, 18982).

Mds que por su frecuencia de repeticidén, las
secuencias moderadamente repetidas se caracterizan por
encontrarse dispersas entre secuencias Gnicas y usualmente
exhiben el mismo porcentaje G:C que el resto del genoma, por
lo cual no forman parte de los ADN sateliticos (Bouchard,
1982) . En la actualidad se reconocen dos patrones generales
de dispersién : el patrén de dispersién presente en Xenopus
denominado como patrén de corta intercalacién (Bouchard,
1982), en el gque secuencias Gnicas de més de 1000 pb se
intercalan con secuencias repetidas de 100 a 500 pb ; y el
patrén encontrado en el genoma de Drosophila, en el qgque
secuencias uUnicas de 10 kb se intercalan con secuencias
repetidas de 6-7 kb (Delninger y Daniels, 1986). Pocos
ejemplos de este patrén han sido detectados (Crain et al. .,
19 . ), vy es méds difundido el patrén de corta intercalacién

tipo Xenopus.
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En mamiferos, estudios a nivel molecular han
revelado la presencia de secuenclas moderadamente repetidas
de corta y larga intercalacidén que han sido denominadas por
Singer (1982) , como secuenclas repetidas cortas y dispersas
(SINES) vy secuenclas repetidas largas y dispersas (LINES).

La mas prominente de las secuenclas SINES en
mamiferos es la familia conocida como Alu que representa
del 3-6 % del genoma humano (Jelinek & ©Schmid, 1882).
Estudios de secuenclacién de nucledétidos han demostrado
(Jelinek & Schmid, 1982) que la secuencia Alu de humanos es
un dimero imperfecto formado por dos repeticiones directas ,
cada mondmero de aproximadamente 130 pb . Una comparacidén de
secuencias con la familia SINES Bl de roedores, demostrd
una extensiva homologia con uno de los monfémeros de la
secuencia Alu humana (Jelinek & Schmid, 1982). Estos
resultados llevaron a 1la conclusién de que estas dos
familias son descendientes de una secuencia ancestral comun,
lo cual fue corroborado al comprobar que ambas mostraban
considerable homologia al gen del ARN 7SL que ha sido
altamente conservado durante la evolucién y Qque provee
ademds indicios del posible origen de estas famllias por un
mecanismo de retrotranscripcién (Deininger & Daniels, 1982).

La familia LINES mejor estudiada es, la conoclda
como L1 que estd ampliamente distribuida entre los mamiferos
(humanos, primates y roedores) y estd constitulda por una
serie de secuencias que comparten su extremo 3° pero son

truncadas variablemente en el 5° . Esta familla parece
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haberse derivado de una secuencia codificante de identidad
desconocida pero transcrita por la enzima ARN polimerasa II
(Deininger & Daniels , 1986). Evidencias recientes (Di
Nocera & Sakaki, 1990) postulan la existencia de una
superfamilia LINES en otros eucaribétas (Drosophila,
Neurospora; Tripanosomas y Zea mays) que se caracteriza por
rresentar marcos de lectura abiertos (ORF) con obvia
homologia a la enzima transcriptasa reversa, lo que
sugiere su identidad como elementos retrotransponibles. En
Drosophila se han identificado varias familias de elementos
retrotransponibles relacionadas a las secuencias LINES,
algunos de ellos capaces de trasponerge eficientemente luego
de induccién experimental. Aungue atn no se ha demostrado
s8in ambiguedad 1la transposicién de secuencias LINES en
mamiferos, 81 han sido aisladas transcritos completos de
secuencias LINES a partir de células de teratocarcinoma que
forman parte de rarticulas ribonucleoproteicas »

reminicentee de retrotrasposones.

ITI. REGULACION GENICA EN EUCARIONES: EL MODELO DE LA
GENETICA MOLECULAR DEL DESARROLLO  EMBRIOLOGICO EN
DROSOPHILA:

La fraccién del genoma eucaribén que corresponde a
las secuencias Unicas, e la responsable por las
capacidades codificantes y reguladoras de un sistema

genético particular. Una de las caracteristicas mas
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significativas de 1la evoluciébn organica, es que la
morfogénesis parece estar gobernada por un namero
relativamente pequefio de genes reguladores, y qQue el cambio
evolutivo ocurre por modificaciones en el programa genético
del desarrollo embriolégico (Raff & Kaufman, 1983).

Por eso seran analizados como modelo de regulacidn
génica los principales aspectos de la genética molecular del
desarrollo de Drosophila melanogaster. En las tultimas
décadas 1la sofisticacién de las técnicas moleculares ha
rermitido un avance significativo en el conocimiento de 1los
mecanismos de control génico que gobiernan los principales
procesos vVvitales en los organismos eucarliénicos. En par-
ticular, se ha logrado una clara definicién de los
principales eventos del programa del desarrollo embriolégico
en Drosophila melanogaster, un organismo que desde su
introduccién como modelo genético en 1910 por T.H. Morgan,
ha generado una cantidad monumental de informacidn
genética. En un organismo relativamente simple como
Drosophila melanogaster con un genoma de apenas 165
millones pb ¥ un estimado de 5000 genes, se calcula que se
requiere cerca de un 30 ¥ de dicha capacidad codificante
para el control apropiado del desarrollo embriolégico (Raff
& Kaufman, 1983).

El andlisis morfolégico y genético de una serie de
mutantes naturales e inducidos de este organismo, ha
parmitido la deteccidn de toda una gama de genes

involucrados en el control del desarrollo embriolégico v
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la definicidén de las principales etapas del mismo.

En términos generales se presentan 3 etapas
moleculares béasicas :

1) Una primera etapa en la que se establece la organlzaclén
espacial del huevo ain no fertilizado. En esta etapa
informacién posicional codlficada por genes de orlgen
materno, define los ejes dorso-ventrales vy
antero-posteriores. Al menos 10 genes han sido involucrados
en el establecimiento de la dorsoventralidad, entre ellos
loasa genes dorsal (dl)(Roth, 1988) ¥ Teoll (t1) (Levine,
1988) son s8ido investigados extensivamente estudiados a
nivel molecular. Mutaciones recesivas de cualquiera de los
10 genes dorsalizantes producen embriones que carecen de
estructuras ventrales (Inghan, 1888).

El patrén anteroposterior es determinado también
en primera instancia por genes de origen materno, de los
cuales el gen bicoid (bed) (Driever & Nusslein-Volhard,
1888) y el grupo de genes conocidos como oskar (osk) Juegan
un papel preponderante. Se ha demostrado experimentalmente
que los productos de transcripcién de bed se acumulan en el
huevo en el polo anterior, mientras que los productos del
grupo oskar son depositados en el polo posterior . Mutantes
de estos genes se caracterizan por carecer de cabeza y térax
en el caso de bcd v de abdomen en el caso de oskar (Inghan,
1988).

2) La etapa siguiente.determina la regionalizaclidén del

embrién a lo largo del eje anteroposterior como preludio al
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establecimiento del patrén metamérico. Tres clases de genes
cilg6ticos han sido involucrados en este proceso: &) la
clage conocida como "GAP", caracterizados por ser genes
capaces de interpretar la informacién posicional depositado
por los genes de efecto materno. Sue fenotipos mutantes
determinan el nombre de la clase ya que los embriones
carecen de extensas regiones continuas en el patrén
anteroposterior (Nusslein-Volhard & Wieschaus, 1880).
Miembros relevantes de esta clase son: Hunchback (hb),
Kruppel (Kr) v knirps (kni). b) los miembros de la segunda
clase se conocen como genes periddicos (palr-rule) gque se
expresan temporalmente y forman de 7 a 8 bandas durante la
celularizacién del blastodermo en patrones especificos para
cada uno de ellos (Scott & Carrol, 1987). Los genes
fushi-tarazu (ftz ), even-skipped (eve) y paired (prd) son
representativos de esta clase; sus mutantes producen
embriones carentes de regiones periédicas (pares o impares)
que reflejan el patrdén de expresion del gen. c¢) en 1la
tercera clase 8e incluyen los genes que determinan 1la
polaridad de cada parasegmento , dentro de los que 8e
incluyen engrailed (en) y wingless (wg). Si se interpreta el
patron de bandas de expresién de los genes periddicos,
estos genes establecen los limites anterior vy posterior de
cada parasegmento por la expregi6tn de los productos de
engrailed y wingless, respectivamente. Quedan asi definidos
los dominios de expresién de los genes homeéticos que

participardn en la sigulente etapa del desarrollo.
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3) Diferenciaci6n de las estructuras segmentales. En este
proceso participan genes conocidos como homedéticos que
pertenecen a dos complejos génicos: el Complejo Ultrabitorax
(Peifer et al., 1887) que determina 1la diferenciacién de
las estructuras del segundo y tercer segmento toridcica y loz
segmentos abdominales; y el Complejo Antenapedia (Scott et
al., 1983) que determina la diferenciacién de los segmentos
de la cabeza y primer segmento toradcico. Los primeros
indicios de la existencia de los genes de dichos complejos,
se dieron con el aislamiento por Bridges y Morgan (1915) vy
Lewis (1878 ) de las llamadas mutaciones homedticas, que se
caracterizan por la presencia de estructuras normales en
sitios aberrantes. El estudio de estas mutaciones llevd a
Lewis a la conclusién de que estas variaciones se
prresentaban como producto de mutaciones en genes que
estaban involucrados en el control del desarrollo. En la
actualidad, 1la mayoria de estos genes han sido clonados ¥y
estudiados extensivamente (Scott, 1985; Bender et al..
1883). En particular, el descubrimiento de la existencia de
una pequefia regién de homologia entre algunos de estos
genes, ha permitido extender los estudios de la genética mo-
lecular del desarrollo a otros grupos de organiemos. Esta
regién de homologia conocida como secuencia de consenso
Homeo fue descubierta por Scott y Weiner (1984) y MC : Ginnis
et al., (1984) y corresponde a un dominio de apenas 61
amincdcidos en el extremo carboxilo de los productos de

dichos genes.

18



Por comparacioén de secuencia con proteinas
reguladoras procariénicas (Pabo & Sauer, 1984; Laughon &
Scott, 1884) y por resonancia magnética nuclear (Qian et
al., 1989) 8se ha determinado que este dominio proteico
adquiere una estructura terciaria conocida como hélice
a-lamina b-hélice a (hélice-giro-hélice). Esta conformacién
eg caracteristicamente encontrada en loe llamados factores
transcripcionales y es precisamente el dominio de unién al
ADN de estae proteinas reguladoras (Struhl, 1888). La
integracién de esta informacioén con los estudios posteriores
de unién a secuencilas génicas especificas (Desplan, 1988;
Ohkuma, 1990) llevé a la conclusién de que los genes
home6ticos asi como algunos de los genes que participan en
etapas previas del desarrollo, ejercen su funcién reguladora
al controlar la transcripciétn de otroe genes ya 8sean
efectores o reguladores, miembros de la jerarquia de control
del desarrollo (Levine & Hoey, 1988 ; Biggin & Tjian, 1989).
Se han logrado localizar genes portadores de la secuencls de
consenso Homeo en una gran gama de organismos por estudios
de hibridizacién molecular (Holland & Hogan, 1886;Scott,
1888) estos incluyen proterostomados y deuterostomados, 1lo
gque hace suponer que esta secuencia ha existido hace &l
menoe 800 millones de afios, tiempo estimado de divergencia
entre ambos grupos.

Es relevante mencionar 1la deteccién de genes
portadores de esta secuencia en murinos (Kezszel & Gruss,

1990) y humanos (Levine, 1984) , que ademas presentan
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patrones organizacién molecular expresion

andlogos a los detallados en Drosophila (Aksam,

rermite al menos intuir su participacién como factores

transcripcionales en el desarrollo La aparente validez de
un modelo para Drosophila y un vertebrado sugirir

estos genes cumplen una funcién basica

morfogénesis (De Robertis,
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MATERIAL Y METODOS:

1. Recolecta y seleccién de especimenes:

Organismoe de la especie Epiperipatus blolleyi

fueron utilizados como especimenes de estudio. Esta
seleccibdn se basd primordialmente en criterios de
abundancia y factibilidad de recolecta . En Costa Rica ha

sido determinada su presencia desde altitudes de 100 metros
(Orotina, Puntarenas) hasta los 2.000 metros (La Estrella,
Talamanca), en zonae de bosque himedo y muy htmedo (Morera,
en preparacioén). Estudioes preliminares de abundancia
(Morera, en preparaci6n) esithan a Cascajal de Coronado (1800
metros, San José) como la localidad iddénea para la recolecta
por 8Bu accesibilidad y abundancia relativa,lo que asegura
el éxito de recolecta durante la mayor parte del afio . Su
habitat, en esta zona, lo constituye predominantemente el
musgo asociado a rocas y paredones. Loe miembroe de esta
especie presentan un color rojo carmin y un claro dimorfismo
sexual en el cual las hembras son de mayor tamafio ( 20 mm a
70 mm para las hembras y de 18 a 47 mm para los machos ) vy
presentan un nuamero mayor. de lobopodios (de 30 a 31 pares en
lag hembras y de 27 a 28 pares en los machos ) (Morera, en
preparacioén).

Los especimenes recolectados pueden ser mantenidos
en el laboratoio por periodos de hasta 2 meses en
recipientes de estereofén con vwna cama de musgo v

abundantes artroépodoe pequefios (termitas, isbépodos, etc.).
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Debe mantenerse un alto grado de humedad ya gue estos
organismos son altamente sensibles a la desecacion

(Campiglia, 1876) .
2. Extraccién del material genético (ADN):

Debido al tamafio de estos organismos y a la
imposibilidad de realizar disecciones individuales aue
generen un rendimiento apropiado de ADN, se procedi6 a
realizar la extraccién del ADN a partir de un grupo de
organismos (5 o m&s) en el que se incluian tanto machos
como hembras. Los especimenes eran colocados en un mortero
( mantenido sobre hielo picado ) al cuwal se adicionéd
nitrégeno liquido (-186 C) y se maceraron hasta obtener un
pulverizado fino. Dicho pulvérizado fue resuspendido en 1-5
ml de tampén de lisis pH 8.5 (Tris-HCl 0.01 M , EDTA 0.02 M,
SDS 1% ), suplementado con una solucién de la enzima
Proteinasa K (1lmg/ml) hasta obtener una concentracién final
de 100 mg/ml. Esta mezcla se incubdé a 53 C por un periodo de
1- 3 horas, al cabo»del cual se procedié al aislamiento del
ADN mediante el método tradicional gue utiliza extracciones
fenbélicas y precipitacién con etanol (Maniatis et al.,
1882). Este proceso involucra la adicidén de un volumen igual
de fenol saturado con tris 0.1 M, pH B , homogenizacién y
centrifugacién a 10 Krpm/min durante 10-15 minutos a 4 C ,
lo gue produce la separacién de una capa fenélica

(inferior) Yy una acuosa (superior) en la que se
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particiona el ADN. La fase acuosa es re—-extraida de 2-3
veces mas con fenol saturado ; una vez con una mezcla 1:1
de fenol saturado-cloroformo isocamilo 24:1 y finalmente con
cloroformo isocamilo 24:1. El1 ADN se precipité al adicionar a
esta Ultima fase acuosa 2 volumenes de etanol absoluto (-20
C) y Acetato de Sodio a una concentracién final de 0.25 M.
El ADN se enroll6 en una varilla de vidrio y el exceso de
sales se eliminé mediante lavados con etanol 70%¥ , soluciébn
en la cual se almacen6 a -20 C. Antes de ser utilizado el
ADN enrollado debi6 ser sometido al siguiente tratamiento :
lavado 2 veces con etanol 70% ; 2 veces con etanol absoluto
y 2 veces con Eter Dietilico libre de peré6xidos. E1 ADN se
deJ6 secar al alre y sBe resuspendidé en un volumen adecuado
de tamp6n TE pH B8 (Tris 10 mM , EDTA 1imM). Las
prreparaciones de ADN asi obtenidas fueron analizadas vy
cuantificadas por espectrofotometria ultravioleta a las lon-
gitudes de onda de 260 nm y 280 nm en un espectrofotbmetro
Hitachi (modelo 200-20). ©Se estim6 la concentracién de ADN
por medio de un coeficiente de extincién de 1 unidad ©6ptica
equivalente a 50 uvg/ml y la presencia de proteinas
contaminantes por la razén 260/280. En aquellos casos8 en que
esta razén fue menor a 1, las preparaciones fueron
reextraidas con fenol y precipitadas con etanol a fin de

eliminar el exceso proteico.
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3. DETERMINACION DEL ¥ DE BASES GUANINA: CITOSINA Y PERFILES
DE FLOTACION EN GRADIENTES ISOPICNICAS:

Para la determinacién del % G-C la preparaciébn de
ADN fue sometida a ultracentrifugacién en gradientes
analiticas de Cloruro de Cesio (Sigma) a 44 000 rpm por 24
horas, a 25 C segin el método descrito originalmente por
Meselson y Stahl (1957), se utilizé como control el ADN del
fago C2 ( = 1.742 g/cm3)

Las gradientes preparativas fueron elaboradas de
la siguiente manera: una solucién de ADN de E. biolleyi en
tampén T.E. fue 1llevada a una densidad de 9880.4 mg/ml
(indice de refraccién de 1.4) con la adicién de Cloruro de
Cesio. La solucién final fue distribuida en tubos de
centrifuga que fueron colocados en un rotor de angulo vari-
able (Hitachi, RPB5T). Se centrifugd a 35 krpm por 72 horas
a 20 C, en una ultracentrifuga preparativa Hitachi 656P. La
gradiente fue fraccionada por medio de un analizador

ultravioleta UA-5A (LKB)

4. DETERMINACION DEL VALOR C:

La determinacidén del contenido de ADN por nucleo
heploide (Valor C) se realizdé a partir de preparaciones de
células de hemolinfa tratadas por el método de Mizuno &
Macgregor (1974). La hemolinfa fue obtenidapor medio de una

puncién fina (aguja de calibre 26 ) en la linea media dor-
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sal a nivel del segundo par de lobopodios, regién que
corresponde a la localizacién del corazén dorsal del
organismo (Campigllia, 1976 ). La hemolinfa fue recolectada
con un tubo capilar y depositada en un portaobjetos sobre
el cual se procedld a hacer un frotis que se dejé secar al
aire por 2 minutos. Las preparaciones fueron expuestas &
vapores de formalina por 15 minutos, y posteriormente
fueron fijadas en una mezcla 3:1 de etanol absoluto-&cido
acético (fresco y frio) otros 15 minutos, para finalmente
ser sometidos a 2 cambios de etanol 95% de 5 minutos cada
uno, al cabo de los cuales s8se dejaron secar al aire .Frotis
de linfocitos humanos que fueron utilizados como células
control s8e sometleron al mismo procedimiento. Los frotis
fueron tefildos con el reactivo de Feulgen y se midieron con
un microdensitémetro Reickert. El valor promedio de las 20
mediciones obtenidas en cada caso fue utilizado para estimar
el contenido de ADN por nucleo haploide, se asumidé un valor

C humano de 3.4 pg (John & Miklos, 1988).

5. Alslamiento de secuencias repetidas:

La determinacién de la presencia de familias de
secuenclas repetldas se realizé por digestién del ADN
genbémico  purificado con una serie de endonucleasas de
restriccién tipo 1II. Las siguientes enzimas fueron
utilizadas: Alu I, BamH I, Bgl II, Eco RI, Hae III, Hind

III, Pst I y Sma I. Las condiciones de reaccién utilizadas
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fueron las establecidas por los proveedores y sSe siguieron
las recomendaciones de Manlatis (1982).

En términos generales se digirieron de 10 -20 wug
de ADN en volimenes de reaccién de 20-50 ul; la enzima fue
adicionada a wuna relacibébn de una unidad Weiss (1976) por
microgramo de ADN y con suero bovino (BSA) a una
concentracién final de 100 ug/ml como estabilizador
enzimdtico o espermidina (1 mM ) como estabilizador de
cargas del ADN. La fuerza i6nica de la mezcla de reaccién
fue establecida con 1la adicién del tampén de digestién
adecuado para cada enzima. La digesti6én fue incubada a 37 C
de 3-12 horas y la reaccién se inhibié con la adicién de
EDTA a una concentracidén final de 10 mM.

Los fragmentos de ADN fueron separados por
electroforesis en geles de agarosa y tefiidos con Bromuro de
Etidio. La visualizacién de dichos fragmentos se hizo por la
emisién de fluorescencia por parte del Bromuro de Etidio
intercalado en las bases nucleotidicas en respuesta a luz
ultravioleta trasmitida (300 nm)(Maniatis, 1982).

Las bandas o fragmentos més prominentes que
corresponden & familias de secuenclas repetidas fueron
recuperadas del gel y eluidos de la agarosa por el método de
la silica de Vogelstein y Gillespie (1879) , cuyo fundamento
es la adhesién preferencial de los &clidos nucleicos a una

suspension de silica en ambientes de alta fuerza 1i6nica.
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6. Clonaje de secuencias repetidas:

Las secuencias repetidas asi recuperadas fueron
clonadae en un vector de expresién pUC13 (Messing & Vieira,
1982). La reaccién de ligacién se realizé con la enzima
ligasa T4 y Be incub® a temperatura ambiente por 4 horas
(King y Blakesley, 1986). La mezcla de 1ligacién fue
adicionada a células Dbacterianas de la cepa JM103
previamente tratadas con Cloruro de Calcio por el método de
Hanahan (1985) con el fin de permitir la penetracién de los
plédsmidos a la célula bacteriana, proceso conocido como
transformacidn.

La seleccién de los plasmidos recombinantes se
realizé en un s6lo paso en platos de medio LB (triptona
10g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L, pH 7.5 )
suplementados con ampicilina a una concentracién final de 25
ug/ml, con IPTG (isopropil B-D-tiogalact6ésido) como 1inductor
v Xgal (5-Bromo-4-Cloro-3-indolil B-D-galactopiranésido)como
indicador de color segun la reachén de b-complementacién de
la enzima b-galactosidasa (Ruther, 1950). Los plasmidos
recombinantes pierden la capacidad de producir dicha enzima
debldo a que la insercidén del ADN "extrafio” se produce en
este gen especificamente. Las clonas bacterianas
consideradas como portadoras de plédsmidos recombinantes
(debido a sBu inhabilidad de desarrollar color) fueron
cultivadas y lisadas con el objetivo de aislar el plasmido y

someterlo a electroforesis en geles de agaroea para
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comprobar la efectividad de la reaccién y el tamafio de 1los

insertos.

T. Secuenciacién de dcidos nucleicos:

La secuencia repetida clonada fue subclonada en el
prldsmido pGEM 7Zf (Promega), para lo cual tanto el inserto
como el vector fueron digeridos con 1la combinacién de
enzimas Hind III /EcoRI con el objetivo de generar extremos
complementarios gque permitieran la ligacidn. Una vez
comprobado pror electroforesis 1la efectividad de egste
subclonaje, 8e procedld® a generar una serie de deleciones
unidireccionales del ADN insertado por medio del sistema
"Erase a base'” (Promega). En este procedimiento desarrollado
por Henikoff (1984) el pldsmido recombinante derivado de
pGEM 7Zf fue digerido con las endonucleasas BamHI y Bst XI
para generar un extremo 5 cohesivo cercano al ADN insertado
Y un extremo 3 romo cercano al promotor de 1la polimerasa
ARN conocida como SP6, respectivamente. Aproximadamete 5 ug
de este ADN linearizado fueron sometidos a reaccibén con la
exonucleasa III - ( Exo III) (250-500 U) en un tampén
apropiado (Tris-HCl 66 mM, pHB8.0; MgCl2 0.66 mM) a 37 C. A
intervalos de 30 segundos se tomaron alicuotas de 2.5 ul de
esta mezcla de reaccién hasta completar 15 puntos. Cada una
de las alicuotas fue vertida en un tubo de microcentrifuga

que contenia 2 U de la nucleasa S1 en un tampdén de Acetato



de Potasio 0.04 M pH 4.6, NaCl 0.33 M y glicerol 6% . Se
incub6é a temperatura amblente por 30 minutos y 1la reacciébén
fue 1inhibida con la adicién de un tampé4n que contia tris
base 0.3 M, EDTA 0.05 M y una incubacién de 10 minutos a 7
C. La mezcla resultante fue incubada por 3 minutos a 37 C
con la polimerasa Klenow y sometida a ligacién con la enzima
ligasa T4. Se procedi6é a 1la transformacién en células
competentes (K. coli JM103) . Las colonias bacterianas
resultantes fueron cultivadas y lisadas con la finalidad de
obtener los plasmidos recombinantee que fueron analizados
por electroforesis en agarosa.

Deleciones seleccionadas fueron secuenciadas por
el método dideoxi (Sanger et al.,1977), por medio del
sistema SEQUENASE (U.S.B.). En este protocolo, 2 ug de ADN
del plédsmido delecionado fueron desnaturalizados por la
adicién de NaOH y EDTA al 0.2 M y neutralizados con
Acetato de Sodio al 0.3 M. Posteriormente fueron
precipitados con 2 voluimenes de etanol absoluto frio,
lavados con etanol 70% y secado al aire. El ADN
desnaturalizado fue resuspendido en agua destilada estéril.
La reaccién de secuenciacién comprendié varlas etapas.
Durante 1la fase de asociacién 2 ug del ADN a secuencilar
preparado en la forma antes detallada 8e mezclaron con
aproximadamente 0.5 pmol del imprimador elegido , en este
caso el correepondiente al promotor de la polimerasa ARN
Ep8, el cual estd presente el el plasmido pGEM 7Zf

seleccionado para el subclonaje , en un tampén que contenia
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Tris.HCl 40 mM pH 7.5, MgCl2 20 mM, NaCl 50 mM. La reaccién
se dejé proceder por 15 minutos a 37 C, al cabo de los
cuales se adicioné ditiotrietol (DTT) al 0.01 M ; tampédn de
marcaje que contenia dGTP dCTP, dTTP al i1uM y dATP §535;
finalmente s8e adicioné la polimerasa de ADN obtenida del
bacteribéfago T7 modificada por Tabor y Richardseson (1987)
que se conoce como W secuenasa " . La reaccién se incub6é por
2 minutos a temperatura amblente y se distribuyb6 en 4 tuboe
de microcentrifuga rotulados G, A, T, C, cada uno de los
cuales contenia un uUnico nucleétido dideoxi (ddGTP, ddATP,
ddTTP, ddCTP respectivamente) ademds de los tres dNTP
restantes a una concentracién final de 80 uM. Esta mezcla se
incub6é a 37 C por 5 minutos y la reaccién fue inhibida por
la adicién de un tampén conteniendo formamida 95%, EDTA 20
mM, azul de bromofenol 0.05% y xilen-cianol 0.05%

Las reacciones de secuenciacién fueron corridas en
geles de poliacrilamida por el método de Laemmli (1970), los
cuales fueron fijados en Acido Acético al 10% y tefiidos con
Azul de Coomassie. Los geles fueron secados en un 8secador
Fotodyne y autoradiografiados .

Las secuencias de nucleétidos fueron determinadas
y analizadas con el programa de computadora conocide como
GENEPRO (Hoefer Scientific Instruments, 1986) que permite

elaborar patrones de restriceién vy determinacioén de

homologias de secuencia con genes de diferentes organismos.
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8. Elaboraci6én y andlisis de una genoteca:

Con el objetivo de contar con miltiples clonas
recombinantes que contengan en promedic las secuencias
contenidas en el genoma de Epiperipatus biolleyi, se elaboréd
una genoteca. Esta metodologia involucrdé las siguientes
etapas:

I Seleccién de los fragmentos a clonar:

ADN gendOmico de Epiperipatus biolleyi fue digerido
parcialmente con la enzima de restriccit6n Sau 3A , lo aque
permitié obtener una poblacién de fragmemtos de
aproximadamente 20 Kb. Dicha digestidén fue corrida
electroforéticamente en un gel de agarosa al 0.5%, la regioén
correspondiente a 20 kb fue cortada del gel y eluida por
medio del método de la silica. El producto de esta elucién
se cuantificé por el método de fluorescencia relativa en gel
(Maniatis et al., 1982 ) y fue utilizado como inserto en la

reaccién de ligaciodn.

I1 Ligacién:

La mezcla de reaccibn contenia cerca de 150 ng del
ADN inserto; 1 ug del ADN vector que correspondia al fago
Lambda de reemplazo conocido como EMBL3 (Pharmacia)
(Maniatis et al., 1982) que habia sido cortado con la enzima
BamHI; 1 unidad de enzima ligasa T4 y un tampén de digestién
con Tris-HC1l 50 mM pH7.6, MgCl2 10 mM, polietilenglicol 8000
al 5%, ATP 1 mM y ditiotrietol 1 mM. La reaccién se incubé a

16 C toda la noche.
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III Empaquetamiento in vitro" :

La reaccién de ligacitn fue sometida al proceso de
empaquetamiento " in vitro" con el objetivo de permitir el
ensamblaje de las particulas virales y la penetracién del
ADN del fago recombinado. La reaccién utilizé extractos de
empagquetamiento comerciales (Gigapack II Gold, Stratagene)
que fueron incubados por 2 horas a temperatura ambiente con
4 ul de la reaccién de ligacidn; esta mezcla fue diluida con
500 ul de tampén SM (NaCl 5g/L, MgSO4 2g/L, Tris-HCl 0.05 M
pPH 7.5 y gelatina 0.01 % ) y centrifugada por 20 segundos.
El sobrenadante fue titulado como se describe a
continuacién: se elaboraron alrededor de 5 diluciones
decimales en tampdén SM, las cuales se incubaron por 10
minutos a temperatura ambiente con 100 ul de células de E.
coll LE392 tratadas con Sulfato de Magnesio (Maniatis et
al.,1982). Luego de esta incubacién, se adicionaron 4 ml de
agar YT suave (medio YT , agar O0.7%) que habia sido
previamente fundido y mantenido a 50 C. Esta mezcla fue
vertida en platos de medio de cultivo YT 1X s6lido (extracto
de levadura 5g/L, NaCl 5g/L, triptona 8g/L, pH 7.5, agar
1.5%) e 1incubados a 37 C durante toda 1la noche. La
aparicién de placas claras indicé la presencia de particulas
viables de fagos recombinantes. El conteo de estas placas
rermiti6é la determinacién de la concentracién del fago o

unidades formadoras de placas ( UFP).
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IV Amplificacién de la genoteca:

Una vez verificada la presencia de fagos
recombinantes capaces de generar placas se incrementd la
poblacién mediante el sigulente método de amplificacibén: se
procedi6 a empaquetar el resto de la reaccién de ligaciodn,
vy se cultivd esta vez en platos de medlo YT 1X a una
densidad de 50 000 placas de fagos. Luego de una incubacion
a 37 C toda la noche, se adicionaron 45 ml de tampén ©SM
esteril y se incub6é a 4 C toda la noche. Con una pipeta
serolégica se recolectd el eluido, el cual fue titulado ¥
constituye la genoteca. La adicién de cloroformo asegurd la

esterilidad y permite el almacenamiento indefinldo a 4 C.

\' Andlisis de los recombinantes

El andlisis de la genoteca, se hizo por hibridacién
molecular (Hames, 1985) con sondas marcadas radicactivamente
con la finalidad de evaluar la presencia de secuencias
homélogas a las secuencias Homeo de Drosophila.

Se llevaron a cabo 3 ciclos de seleccién: en el
primer ciclo se cultivé la genoteca a una alta densidad de
(50 000 placas/plato) en platos de medio YT 2X. Las placas
fueron transferidas a papel de nitrocelulosa segin el método
de réplica descrito en el Maniatis (1982) . Esta
transferencia fue sometida a hibridacién bajo condiciones
poco estrictas (DBXSSC, Denhardt 10X, 37 C). Mediante
autoradiografia se detectaron las placas positivas por

hibridacién. Estas regiones positivas fueron extraidas del
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gel y eluidas en tampén SM. En un segundo ciclo de
seleccibn, los eluidos fueron cultivados a wuna menor
densidad (10 000 placas/plato), se repitié6 todo el proceso
antes descrito. Los eluidos asi obtenidos fueron cultivados
a una densidad més baja (500 placas/plato). Estos eluidos
finales fueron considerados como una poblacidén homogénea de
fagos que presentaban al menos un 50% de homologia con las

secuencisas Homeo.

9. Preparacién de sondas radioactivas :

El ADN utilizado como sonda se derivé de la clona
pGBB que contenia la secuencia codificante del gen
Antenapedia e incluia la secuencia Homeo . Por medio de 1la
reacciétn de polimerizacion en cadena (Saiki et al. ,1985) y
la enzima polimerasa Taq se logrd 1la amplificacién de
s86lo la secuencia Homeo presente en este gen. Los dos oligos
empleados cubrian los 31 nucleb6tidos 3°y 26 nuclebtidos 5~
gue limitan la secuencia Homeo. La reaccion de amplificacién
fue corrida en un gel de agarosa al 2% y la banda
correspondiente a la secuencia homeo fue electroeluida con
el sistema Elutrap (Schleicher & Schuell). El eluido fue
precipitado y resuspendido en tamp6én TE. Una fracciébn de
esta preparacién fue marcada radioactivamente mediante 1la
reaccién de imprimadores al azar (Feinberg & Vogelstein,
1983) que contenia: 10-500 ng de ADN 8 marcar
desnaturalizado ; 20 ug de hexanucledtidos imprimadores ;

tampén de marcaje (Tris-HCl 0.05 M pH 7.4, MgCl 5 mM,
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b-mercaptoetanol 0.01 M); mezcla de nucle6tidos | no
radiocactivos (dCTP, dGTP, dTTP) a una concentracién final de
60 uM cada uno, a-dATP P32 2 mCi/ml ; 5 unidades del
fragmento de Klenow de la enzima Polimerasa I de ADN . La
reaccidn se incubbé por 30 minutos a 37 C. La radicactividad
no incorporada fue eliminada c¢on el uso de una minicolumna
de Sephadex G50 (Maniatis et al., 1982).

Las clonas que presentaban algin grado de homologia
a las secuencias Homeo fueron cultivadas con la finalidad
de obtener el ADN del fago recombinante. De este material
genético se elaborara en una investigacién posterior un
mapa de restriccién gue sera comparado al mapa
correspondiente a otros genes gue porten secuencias Homeo.
La eventual secuenclacién de estos recombinantes Sanger
podréd definir sin ambiguedad su identidad como secuencias

Homeo.
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RESULTADOS:

1 Caracterizacién del ADN de EBpiperipatus biolleyi:
1.1 Determinacién del wvalor C:

La medicién microdensitométrica de los frotis de
hemolinfa de E. bilolleyl tefiidos con Feulgen permitié 1la
estimacién del contenido de ADN por nlcleo haploide ,
conocido como valor C. Se obtuvo un valor promedio de 4.7
re del total de preparaciones (N=25) analizadas. Si =se
considera que 1 pg equivale a 1x108 Kb se puede estimar que
el peso molecular del genoma de este organismo es de 9.4X10P

pares de bases.

1.2 Determinacién de perfiles de flotacibn y ¥GC:

Mediante ultracentrifugacliones preparativas se
determinaron 1los perfiles de flotacién del ADN genémico de
K. biolleyl en gradientes isopicnicas de Cloruro de Cesio
(CeCl)(Fig.1 ). ©Se observdé un perfil asimétrico con un
hombro pronuncisdo hacia el fondo de la gradiente y una

serie dispersa de satélites mas livianos.
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Fig. 1. Perfiles de flotacién del ADN gendmico de
Epiperipatus bilolleyi en gradientes isopicnicas de Cloruro
de Cesio. Las flechas indican 1la presencia de ADN
satelitico. La densidad qp en g/cm® aparece a la izquierda.



La centrifugacidtn analitica (Fig. 2) permitid
determinar el porcentaje de bases GC para este organismo.
Fueron realizadas 3 estimaciones diferentes ,se tomdé como
referencia foérmulas de célculo citadas en 1la 1literatura
(Rolfe & Meselson, 1953; Sueoka, 1962; Tunis & Hearst,

1968), 1las cuales dieron valores cercanos al 30%.

1.3 Deteccibébn de secuencias repetidas:

La digestién del ADN genb6mico con varias
endonucleasas de restriccidn tipo II estableclé6 la presencia
de familias de secuencias repetidas en este organiesmo . La
Figura 3 muestra la corrida electroforética correspondiente
a las digestiones con las endonucleasas Hae III, Bgl II y
Hind 1III (datos no mostrados) que revelan la presencia de
bandas bien definidas correspondientes a estas secuencilas.
La Fig. 4 muestra la migracién relativa de estas bandas vy
del ADN marcador de peso molecular (Lambda Bst E II) en
geles de agarosa al 0.8%, la cual permite determinar el peso
molecular. Las digestiones con Hae III y Hind III generaron
bandas de similar peso molecular, es decir una bénda de 1.1
y otra de 2 Kb en cada caso. Mientras que la digesti6n con
la enzima Bgl II s6lo generd una banda de 1.99 kb. Esta
banda fue extraida del gel , eluida y clonada en el vector
pUC13 (PM.2.7 Kb) en el sitio BamHI (Fig. 5 ) . El andlisis
por electroforesis de los pldsmidos recombinantes (Fig. 6 )

demuestrd la presencia de al menos dos pldsmidos gque habian
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= 0.1000 (% G@-C) = 1.668 Rolfe y Meselson (1969)
% Q-C= 31.2
= 0.103 (% G-C) + 1.662 Sueoka (1962)
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= 0.098 (% G-C) + 1.660  Tunis y Hearst (1968)
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Fig. 2. Ultracentrifugacioétn analitica del ADN de
Epiperipatus biolleyi en gradientes de Cloruro de Cesio. El

ADN de referencia usado se obtuvo del fago 0 C2 cuya
denslidad es de 1.742 g/cm3.



2 Kb

Fig. 3. BSeparaclédn electroforética (agarosa 0.8%) del ADN
genétmico de Bpiperipatus biolleyi digerido con variag
endonucleasas de restriccién, (carril 1 Marcador de peso mo-
lecular, Lambda/Hae 1I1; carriles 2-6 ADN K. biolleyi
digerido con Hae 1III, BamHI, EcoRI, Bgl II.Pvu 1II
respectivamente; carril 7 ADN K. biolleyi sin digerir. La

flecha indica la movilidad de la secuencla repetida que fue
clonada.
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Fig. 4. Determinacién del peso molecular de las bandas
correspondientes a familias de secuencias repetidas
localizadas en el genoma de K. bielleyl por digesti6n con
endonucleasas de restriccién. El grafico fue trazado con el
ADN de Lambda/Bst E II como control. Los gimbolos

representan:
(®) Bandas de 2 Kb obtenidas por digestidn con Hae III
v Hind III

(B) Banda de 1.99 Kb obtenida por digestién con Bgl II
() Bandas de 1.1 Kb obtenida por digestiétn con Hae
I1TI y Hind III.
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Xbal Sall

EcoRlI Smal BamHi Accl

Sstl Xmal

Pstl Hindil

CTTAAGCTCGAQGCGQAGCCCCTAGGAGATCTCAGCTAGACATCAGATTCAAACC

8itio de ligacion

Fig. 5. Representacidén esquemética del plésmido pUcl3,
utilizado como vector de clonaje. Se muestra la regién
maltiple de clonaje, en particular el sitio Bam HI en el
cual se realizé6 la insercidn de la secuencia Bgl II.
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Fig. 6. GSeparacion electroforética (agarosa 0.8%) de las
clonas recombinantes producto del clonaje de la secuencia
Bgl II en el gitio BamH I del plasmido pUC 13. Carril 1 y 8
pUC13 sin digerir: carriles 9-18 plasmidos pBEblO-pEbl. Las
flechas sefalan los plasmidos pEbl v pEb4 seleccionados como
los recombinantes mids prometedores.



incrementado su peso molecular con respecto al pUCl13 y que
contenian 1la secuencia Bgl II (Fig. 6). Estos plésmidos
fueron denominados PpEbl y pEb4 (plésmido Epiperipatus
biolleyi. Con marcadores de peso molecular adecuados (datos
no mostrados) se determiné un peso molecular alrededor de
las 4.6 Kb para este pldsmido recombinante, valor muy
cercano al teérico esperado. La digestién doble de los
plasmidos pEb4 y pEbl con las endonucleasas HindIII/Eco RI
liber6é un fragmemnto de aproximadamente 2 Kb (Fig. 7 )

Se sabe que estas enzimas flanquean el sitio multiple de
clonaje del plédsmido pUC13. Estos resultados confirman que
al menos en estos dos plédsmidos el clonaje de la secuencia
Bgl II fue exitoso y que aparentemente contienen un inserto
de i1gual talla. La Figura 8 muestra el plédsmido pEb4d y la
localizacibén relativa de la secuencia Bgl II.

El andlisis posterior de 1la secuencia Bgl 11
clonada involucré la elaboracién de un mapa de restriccidn.
De una serie de 25 endonucleasas utilizadas, uUnicamente 1la
enzima Alu I demostrd poseer un s8itio interno en este
inserto . Sin embargo, debido a que el plasmido pUC13
original posee alrededor de 14 sitios Alu I en regiones
cercanas al sitio miltiple de clonaje, 1lo que hace més
complejo la elaboracién del mapa de restriccién, y debido a
la posibilidad de 1llevar a cabo una estrategia atn més
directa como es la secuenciacién por el método dideoxi de

Sanger, se decidid no proseguir con el mapeo de restriccién.
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Fig. 7. GSeparacién electroforética (agarosa 0.8%) de los
plédemidos recombinantes que contienen la secuencia Bgl I1
(pEB4 v pEbl), ze demuestra la liberacidn de este inserto
pror digestién doble con las ensimas Hind III/Eco RI.
Carriles 1 v 2 ADN E. biolleyi sin digerir:; carril 23

Marcador de peso molecular 1 KB (Pharmacia): carriles 4 v 7
plasmido pHEbd4 digerido con ECO RI/Hind I1II v sin digerir
respectivamente ; ecarriles 5 v 6 plasmido pEb1 sin
digerir v digerido con Eco RI/Hind III respectivamente:
carril 8 pUC13 sin digerir.
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Sec. Bgl il (2 Kb.)

Bam HI/Bgl Il Bam Hi/Bgl I

Fig. 8. Representaci6n esaquemédtica del plédsmido pEb4
muestra la insercién de la secuencia Bgl II en el sitilo
HI de la regit6tn maltiple de clonaje .

se,
Bam
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1.4 Secuenciacién de la familia repetida BglIl:

Debido a que el método de secuenciacién de Sanger
no permite la secuenciacion de fragmentos de ADN de tallas
mayores a b00 pb, s8e hizo necesario el subclonaje de 1la
secuencia Bgl 1II en el plasmido pGEM 7Zf (Fig. 9) que
permite 1la generacién de deleciones unidireccionsles. Para
este subclonaje ambos plésmidos pGEM 7Z2f y pEb4 fueron
sometidos a una doble digestién con las enzimas EcoRI/Hind
IITI a fin de liberar el inserto y generar extremos cohesivos
compatibles que permitan la ligacién. Esta doble digestién
lineariza ambos plasmidos como se demuestra en la Figura 10.
Luego de la ligacidén y transformacién se obtuvo una serie de
plasmidos recombinantes (Fig. 11 A ) , 1los numerados como
5, 6, 7 ¥y 10 son los mas prometedores. Estos plésmidos
fueron cultivados y digeridos nuevamente con la combinacidn
de enzimas EcoRI/HindIII (Fig. 11 B ) y se demostr6é que el
plasmido 10 generaba un inserto de un tamafio ligeramente in-
ferior a 1las 2 Kb. Este plasmido fue denominado pGEB4-10
(Fig. 12) y fue utilizado para generar las deleciones. Con
este fin, se selecionaron dos endonucleasas contenidas en el
sitio maltiple de clonaje del plasmido gque cumplieran con
las siguientes caracteristicas: la enzima cuyo sitio de
corte esté més cercano al inserto debe generar un extremo 5°
cohesivo, mientras que la més cercana al sitio imprimador
debe generar un extremo 3° romo o protegido. Se probaron 8

enzimas contenidas en el sitio maltiple de clonaje del
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Fig. 8. Representaciétn esquemética del plésmido pGEM 7Zf
utilizado como vector en el subclonaje de la secuencia Bgl
IT en el sitio Hind III/Eco RI
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Fig. 10. Preparacién de los plasmidos pEB4 y pGEM 7Zf para
el subclonaje de la sgecuencia Bgl II. por digestion doble
con las enzimas Hind III1/Eco RI. Carriles 1 y 2 pGEM 7Zf

sin digerir y digerido con Hind I1I1/Eco 53 I
respectivamente: carriles 3 y 4 pEb4 sin digerir y digerido
con Hind III/Eco RI respectivamente ; carril 5 Marcador de

reso molecular Lambda Bst E I1.

n



Fig. 11. Separacion electroforética de los pléasmidos (serie
pGEb4d ) recuperadcs del subclonaje de la secuencia Bgl I1 &n
el plasmido pGEM 77

f. A. carriles 1 v 14 Marcador de peso
molecular Lambda Bst E II:; carril 3 pGEM 7ZF sin digerir:
carril 2 pEB4 Hind III/Bco RI:; carriles 4-13 plasmidos
recombinantes numeradcs de 10 (pGER 4-10) & 1 (pGEb4-13
regpectivamente. La digestién doble con Hind ITI/Eco RI de
log plédsmidos de mayvor peso molecular se misshtra en B
carriles 1 v 13 Marcador de peso molecular Lambda Bst E  I1:
carriles 3 -10 plasmidos pGEb 4-10, pGEb 4-7. pGEb4-6, pGEb
4-5 digeridos con Hind 111/Eco RI v sin digerir
respectivamente; carril 11 pEb 4 digerido con Hind III/Eco
RI;: carril 12 pGEM 7Zf sin digerir.



Sec. Byl 1l

Promotor SP8 Promotor T7
Eco Ri
Bam Hi
Bat Xi|
v
Fig. 12. Representacidn esgquematica del rléemido

recombinante pPGEb4-10 producto del subclonaje de la
secuencla Bgl II. Se muestran cuatro gitios de restriccilén.
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prléemido pGEM 7Zf (Fig. 9), se eligieron las enzimas BamHI y
Bst XI (Fig. 13). Luego de digerir el plésmido pGEB10O con
esta combinacién de endonucleasas y por intermedio de 1la
exonucleasa I1I se obtuvo una serie de deleciones
unidireccionales (Fig. 14 ), 98 de 1las cuales fueron
seleccionadas para ser secuencladas (Fig. 15 ). Resultados
rreliminares de 1la secuenciacién de la familia Bgl II s=se
presentan en la Figura 16 . En total fueron secuenciados
1519 nucleb6tidoe que roseian un contenido AT de 64.4% . Los
sitios de restriccién presentes en esta secuencia se
muestran en la Fligura 17. La bGsqueda de homologia entre las
diferentes deleciones, revel6 la presencia de un motivo
cercano a las 50 pb gue se encuentra en al menos 6 de las

deleciones analizadas. La busgqueda de homologia con
secuenclas contenidas en el banco génico de programa
Genepro, demuestra la presencia en la secuencia Bgl II de
regiones 50 % homb6logas a una serie de genes de

invertebrados (Ver Apéndice).

2. Elaboracl6n y andlisis de la genoteca:

La digestién del ADN genémico de K. biolleyi con
la enzima Sau 3A permiti6 la obtencién de los fragmentos de
20 kb (Fig. 18) que fueron utilizadoes como insertos para la
conetruccién de la genoteca en el fago vector Lambda EMBL3A
(Fig. 19) . La Figura 20 muestra un etapa preliminar en la

que se determiné el tiempo y concentracién de enzima
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Fig. 14. Diagrama de 1la elaboracién de una serie
unidireccional de deleciones del plasmido pGEb4-10 para 1lo
cual se utilizé6 el sistema "Erase a base”. A: digestidn con

Bam HI/Bst XI; B: digestidén con Exonucleasa III y nucleasa

81; C: incubacion con fragmento Klenow de la ADN polimerasa
I v Ligasa T4.
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Fig. 15 oeparacion eleetroforética de los plasmidos
recombinates gque contienen lag ﬂ&lprinﬁ&a unidireccionales
del plasmido pGLb%—lO.. denominada comoc  sSerie pDEDL.

Carriles 1 y 24 Marcadeor de peso mols "Ulﬂf Lamlzdas Bst E  I1:
carriles 2 a 23 pléasmidos en siguiente orden: pDEbld-1.
14=2. 18=2, 12-=1., 11=-2, 8=1, 8=, ¥0=1, 11<l, I5=1. &=L,
6=-2, 6-1, 4=2., 3-1, 2-2, 2-1, 5-2, 1-1., 0=2, 0-1.



1.

pDEb 0-1 (164 nucledtidos)

CCCTAATCTT ACCCTAACCC ATTTATGTTC
AAGAAATTGA AAGCATTGCA TTTTTGATCA
TTTATCCCAT TCTCATATCA AACCTTTACC

. PDEb 1-1 (203 nucleétidos)

ACCCCGGGTT CGAAATCGAT AAGCTTGGGC
CATAACCCTA ATCTTACCCT AACCCTAATA
GTGAAGAAGA ATGAAGCATT GCATTTGACT
ACACTACTAC TACTGTACAC TAC

PDEb 2-1 (159 nucleétidos)

GGTTCCGGTA CCCCGGGTTC GAAATCGATA
CTTACTTTAA CCATAACCCT AATCTTACOT
TACATAGTGA AGAGAATGAG CATGCATI1GA

PDEb 2-2 (179 nucledtidos)

CAATAAAAAA AATCCTTGCC CAAACCCTAA
ATTTACAATT TTTACATCAT TTAAAATGGG
ATCTACATTT TTAAAAAAAA TTANNAGACG

PDEb 3-2 (167 nuclebétidos)

GTTGGTACCC CGGGGTTCGA AATCGATAAG
TACTTTAACC ATAACCCTAA TCTTACCCTA
TGTACATGTG AAGAGATAGA AGCATGCATT

PDEb 5-2 (147 nucle6tidos)
TTCGAAATCG ATAAGCTTGG GCTGCAGGTC
AATCTTACCT AACCTAATAT TTATGTCATC
ATGCATTTGA CAGTTCGCAT AATAACT

. PDEb 6-1 (152 nucle6tidos)

GGTTCGGTAC CCCGGGTTCG AAATCGATAA
TTACTTTAAC CAATACCCAT ACTTTACCTA
CAATGTGAAG AGAATGAGCT GCATTTGATC

PDEb 10-1 (198 nuclet6tidos)
GCTTCAGTTA CCACACTTGT TGAAGATAAT
TCACAATTGA GATGGCACAT AAAAGTGCCA
TTCTAACAAA CTTGCTTGAA CCATAACTGT
CAGTATATCT GATAGCAT

pPDEb 14-2 (152 nuclebtidos)

TCCCCGGGCG AGCTCGAATT TTTTTAAAGC
AATTGAATAT TTTAGTTTTA GTAATGTTTA
GATAGATAGT AGATATATAT GCGTCTCATG

Fig. 16.

delecionados
la secuencia repetida Bgl II
subraya
menos 4 de los pldasmidos.

Secuencia
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AATCTTCAA ATTTTGTAC ATAGTGAAAG
GTTTTCTGC AATTAAAAT AATATCTTAC
TCATCTACT TTGTTAAAC

TGCAGGTCGA
TTTATGTTCA
AGAACTGCAT

AGCTTGGGCT
AACCTAATAT
TCAGTCTGCA

CTCAATTTTT
CAGTTATCAG
CTGACTCATA
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GCTACTTCTC
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AAAATATTTA
TAAACAAACT
CA

nucleotidica
derivados del plasmido pGEb 4-10 que
de Epiperipatus biolleyi.
el motlvo de 50 pares de bases que se repite en

de

CTCTAGACCA
ATCTTCAAAT
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GCAGGTCGAC
TTATATTCAA

AATCAAAACC
GATTGCAAAA
TCAAGCAGTT

AGGTCGAGTC
TTTAGTTCAA
CGCTAAA

GACTTCTTAA
CATAGTGAAG

CAGGTCGACT
TTATGTCACT

AGAAAGTACA
ATGTGAAATA
ACTAGCTCTA

ATAAATTATG
TAGGATGAGT

los

CTACTTTAAC
TTTGTACATA
ATACTACCTT

TCTAGAGGAT
TOTTEAATTE

ATCTTTCTAA
TTTATTGAAT
TAATAGTAG

TAGAGGATCT
TCTTCAATTT

CCATAACCCT
AGAATGAAGC

CTAGAGGATC
TCAATTTCAT

ATAGATAGCA
TGTAGAGTGA
CTACTGCATG

CAATGCTGTT
AGTGATAAGA

plasmidos

contiene
Se
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BASE CANTIDAD PORCENTAJE

A 497 32.7
T 482 31.7
G 235 15.4
Cc 303 19.9
AT 979 64.4
GC 538 35.4

ENZIMAS CON SITIOS DE RESTRICCION:

Accl Sal I

Afl 111 Sma 1
Asp 718 - Sphl

Asu I1 Xba I
Ava I Xho II
Ava III Xma I
Bel I Alu I

Bvu I Den 1

Cla 1 Hpa 11
Hgi AI Mae 1
Hinc II Mbo I
Hind III Msp 1
Kpn I Rea 1
Pt I Tag 1

Fig. 17. Composicién de bases y sitios de restriccibén de la
secuencia repetida Bgl II obtenidos del anélisis por
computadora de las secuencias de la serie de deleciones
unidireccionales obtenidas del plasmido pGEb 4-10.
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Fago EMBL3A (48.7 Kb.)

Brazo izquierdo Regién Central Brazo derecho

19.9 Kb 20 Kb 8.8 Kb
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Fig. 19. Representaciétn esquemédtica del fago vector EMBL 3
utilizado en la elaboracib6n de la genoteca de K. bilolleyli.
La regién central es reemplazada por fregmentos de ADN
gendmico de K. biolleyl durante la elaboracién de la

genoteca.



Fig. 20, Determinacion del tiempo optimo  de digestion
parcial del ADN gendmico de E. biolleyl con la ensima San
DAL para la obtencién de una poblacidén enriguecida  en
fragmentos de 20 Kb. Carriles 1 v 7 Marcadcr de pesc mo-—
lecular Lambda Bst BE II:; carriles 2-5 ADN gendmico de E.
biolleyi /Sau 3A digeridoc por 60 minuvtos. 30 minutos
{carriles 2 v 4) v 15 minutos. respectivamente: carril 6

ADN genémico sin digerir.
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adecuada para tal efecto . Para este experimento se
determiné una dilucién de 1/1250 de enzima y un tiempo de
digesti6n de 30 segundos como los 6ptimos.

L.oe insertos fueron clonados y empagquetados in
vitro. Debido a las restricciones impuestas por el sistema
de empaguetamiento del vector (EMBL 3A) se sabe con certeza
que solamente fragmentos de ADN de 18.5-21.5 Kb han sido
insertados . La eficiencia promedio de lae reacciones de
empaquetamiento fue de 2.5X108 placas/ug de ADN . Los fagos
recombinantes empaguetados a este nivel constituyen
lagenoteca. La titulacién de esta genoteca permitidé estimar

contiene 150 000 fagos recombinantes.

3. Deteccibén de secuencia de consenso Homeo:

LLa genoteca fue analizada con 1la finalidad de
detectar 1l1la presencia de secuencia Homeo por medio de
hibridacién molecular. Se obtuvieron 20 fagos recombinantes
que presentaban hibridacién positiva con las sondas Homeo.
La Figura 21 muestra una autoradiografia que contiene placas
de fagos positivas. Debido a las condiciones de hibridacidn
que se utilizaron se calcula que estas clonas poseen al
menos un 50% de homologia con las secuencias Homeo.

Para evaluar 1la capacidad de la sonda wutilizada
para detectar secuenclas Homeo clonadas pertenecientes a
algunas de las familias en que han sido clasificadas, se
realizaron hibridaciones en filtro bajo diferentes

condiciones de hibridacién . En condiciones altamente
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Fig. 21 . BSelecci6n de los fagos recombinantes homélogos a
la secuencia Homeo de Drosophila por hibridacidén molecular a
réplicas en papel de nitrocelulosa . Se muestra el producto
de una autorradiografia en la cual los puntos negros
representan placas de fagos recombinantes con hibridacién
positiva.
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estrictas (2xSS5C, 65 C ) (Fig. 22) la sonda fue capaz de
detectar las secuencias Homeo de los genes Antenapedla
(Antp), Ultrabitorax (Ubx) , Reduccion de 1las cerdas
sexuales (Scr) y fushi—tarazu (ftz) este tltimo debilmente.
En condiciones poco estrictas (5xSSC, 45 C )(Fig. 23) se
detectaron los 4 genes anteriores ademis de sefiales débiles
de los genes “goosberry”(gsb), “even—-skipped” (eve) v
"engrailed”(en) . Los genes “bicold”(becd), “paired”(prd) ¥
“caudal”(cad) prresentaron resultados negativos en todos 1los

casoe. El cuadro 1 resume los resultados obtenidos de estos

experimentos.
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Fig. 22. Evaluacidn de la capacidad de la sonda Homeo de&
detectar por hibridsacidn en condiciones estrictas secuenclas
Homeo de Drosophila clonadas pertenecientes & clases
diferentes. Las secuencias Homeo analizadas pertenscen & los
ZEnes 1. frZ. 2 v 3 Antenapedia, 4 Scr, 5 v 6

Ultrabitorax.
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1 23 4 56 7 8 9 10 n 2 B4 15

Fig. 23. EBvaluacidén de la capacidad de la sonda Homeo de
detectar por hibridacidén en condiciones poco estrictas
gecuencias Homeo de Drosophila clonadas pertenecientes a
clases diferentes. Las secuencias Homeo analizadas
rerbenecen a los genes: 1. 2, 14 y 15 engrailed: 3 vy 4
Ultrabitorax: 5 yv 6 eve: 7 gsb; 8 v 9 Ser: 10 v 11
Antenapedia: 12 v 13 fT=.
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CUADRO 1. Detecclén de secuenclas Homeo de Drosophila
clonadas pertenecientes a diferentes familias, por

hibridacién molecular con una sonda Homeo del gen
Antenapedia.

GEN ABREV. FAMILIA(1) HOMOLOGIA HIBRIDACION
e E (3> PE
Antenapedia Antp ANTP 100 + +
Ultrabitorax Ubx ANTP 88 + +
Sex combs
reduced Secr ANTP 92 + +
Fushi-tarazu ftz ANTP 82 + +
Even-skipped eve eve 60 - +
Engrailed en en 60 - +
Goosberry gbs prd 37 - +
Paired prd prd 36 - +
Bicoid bed NC(4) 41 - -
Caudal cad NC 52 - -

(1> Clasificacién de Scott & Tamkun 1989.
(2) Se refiere al % de homologia a nivel de aminodcidos.

(3> Condiciones de hibridacién, E :estrictas (SSC 2X, 65 C)
PE:poco estrictas (SSC 5X, 37C).

(4> No clasificadas en un grupo particular.
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DISCUSION:

La caracterizaci6én del material genbémico del
onic6foro EBpiperipatus biolleyi revela particularidades que
aunadas a las ya anotadas a nivel anatémico y filogenético
hacen de estos organismos un modelo de gran relevancia . Las
estimaciones del % GC (30%) demuestran un genoma rico en
AT (70%) que, 8Bin embargo, presenta un ADN satelitico
importante rico en GC (como lo demuestra su localizacién
hacia el fondo de las gradientes 1sopicnicas de CsCl).
Podria suponerse que este satélite contribuye en forma
importante a la fraccién codificante GC rica del genoma.
Comparando este valor con el de otros organismos eucaridtas
(levaduras 38%; mamiferos 41% ), se demuestra que es un
valor inusitadamente bajo.

Este organismo presenta un genoma de talla consid-
erable (9.4 x 10® pb ) como se deduce de su alto wvalor C
(4.7 Pe) . Al comparar estos valores con los
correspondientes a algunos invertebrados particularmente
artrépodos (Cuadro 2 ) se demuestra que en general los
resultados son mayores , TUnicamente comparables a los de
Limulus polyphemus, lo cual no es del todo sorprendente, ya
qQue con frecuencia organismos considerados como fésiles
vivientes o© grupos muy antiguos presentan genomas de talla
considerable.

Las digestiones con enzimas de restriccidén ponen en

evidencia que este genoma al igual que el de la mayor parte
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CUADRO 2. Contenido de ADN por nucleo haploide
de algunos invertebrados.

ESPECIE VALOR C (pg)
ONYCHOPHORA
Epliperipatus biolleyi 4,7
PROTOZOA
Tetrahymena pyriformes 0.2
COELENTERATA
Aurelia aurita 0.7
NEMERTINI
Cerebratulus 1.4
MOLIUSCA
Aplysia callifornica 1.8
Crassostrea virginlica 0.7
Spilsula solldissima 1.2
Loligo loligo 2.8
ARTHROPODA
Prosimulium multidentatum 0.18
Drosophila melanogaster 0.18
Limulus polyphemus 2.8
Musca domestica 0.9
Chironomus tentans 0.21
ECHINODERMATA
Strongylocentrus 0.9
purpuratus
CHORDATA
Homo saplens 3.5

Tomado de John & Miklos, 18988.

1 Valor determinado en esta investigacién,
equivale a un peso molecular de 9.4x10°
pares de bases (pb).



de los eucariones posee una fraccidén importante representada
por familias de secuencias repetidas. Al menos 3
endonucleasas de restriccién (Hae III, Hind III, Bgl 1II)
revelaron la presencia de estas secuencias. Un breve
andlisis de 1los sitios de reconocimiento muestra como
dnicamente la enzima Hae III reconoce un tetranucledtido
rico en bases G-C (GG°'CC), mientras que Hind III y Bgl 1II
reconocen hexanucled6tidos con un 67% de bases AT (Hind III
A AGCTT v BglIIl A GATCT). Estos resultados pueden
correlacionarse con la presencia de ADN sateliticos en
ambas regiones ( pesada y liviana ) de los gradientes de
Cloruro de Cesio; es decir algunas de estas secuencias
repetidas debido a su composicién de bases, podrian bandear
separadamente del pico de ADN principal.

Si sBe toma en cuenta la estimacidén de Singer
(1882,) que considera que las familias de secuencias
repetidas visibles en geles de agarosa luego de digestiodn
con endonucleasas representan al menos un 0.5% del genoma ,
podemos considerar gque la secuencia Bgl II que fue clonada
contribuye con 4.7 x108 pb a este genoma, y ya gque 1la
unidad de repeticibén es cercana a las 2 Kb se deduce que
esta secuencia se repite aproximadamente 23 000 wveces. De
acuerdo con la clasificacién de Singer , corresponderia a
una secuencia moderadamente repetida , pero a diferencia de
estas que 8se caracterizan por encontrarse dispersas con
secuencias {nicas, la secuencia Bgl 1II parece estar

organizada en tandem, es decir, grupos de copias
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consecutivas, 1lo cual fue determinado mediante digestiones
parciales con la enzima Bgl II en las cuales se produce una
escalera de bandas (datos no mostrados). La secuenclacién de
las deleciones correspondientes a esta familia permitié
establecer el patrén de restriccién , corroborando la
presencia de sitios reconocidos por la endonucleasa Alu I
como se determind previamente por el mapeo de restriccibn.
Sin embargo deblido a la ausencia de regiones homélogas
traslapantes ademds del motivo de 50 rb mencionado
anteriormente (resultados), no fue posible establecer 1la
secuencia completa de esta familia. Problemas de tipo
técnico como la presencia de discontinuidades en la serie de
deleciones (ej. ausencia del plasmido 0-2 (carril 20,Fig.
15), con seguridad fueron los responsables de la ausencia de
regliones traslapantes indispensables para la
"reconstruccién” de esta secuencia. A pesar de lo anterior,
los datos de composicién de bases pueden considerarse
bastante confiables, una composiciétn AT de 64%, que
concuerda con la composicién genémica. Los estudios de
homologia demostraron regiones compartidas con genes de
otroe invertebrados pertenecientes a familias multigénicas
tales como histonas, ARN ribosomales, algunos ADN
sateliticos y elementos transponibles. Debido a que esta
homologia es baja su significancia real debe ser evaluada.
Esta especie presenta un cariotipo de n=58, con
cromosomas bimodales, inclusive algunos metacéntricos

grandes (Morera et al.,en preparacién). Hibridaciones " in
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situ” de estas preparaciones , que utilizaron como sonda la
secuencia Bgl II marcada con biotina sugieren la
localizacién de esta secuencia en varios cromosomas (datos
no mostrados).

La detecciétn en el genoma de K. biolleyi de
secuencias homélogas a las secuencias de consenso Homeo de
Drosophila, fue abordado primeramente con ADN genbmico
digerido , separado en geles de agarosa Yy transferido a
membranas de nitrocelulosa por 1la técnica de Southern
(1975). Estas membranas fueron hibridadas con sondas
marcadas con S35, P32 o biotina. En todos los casos se
obtuvo resultados negativos (datos no mostrados). Estos
resultados negativos lejos de indicar la ausencia de las
secuenclas Homeo en onicéforos ponen de manifiesto las
limitaciones de la técnica como lo argumentan Scott y Tamkun
(19898). Los bhallazgos recientes de secuencias Homeo en
nemdatodos como C. elegans (Kenyon, 1891) previamente
catalogado como carente de ellas respaldan esta apreciacién.
Considerando estas experienclas se decidié evaluar una nueva
estrategia que involucr6é la elaboracién de una genoteca de
E. biolleyi y su andlisis con sondas marcadas con P32, Como
resultado se obtuvo una genoteca de 150 000 fagos
recombinates. Se estima que debido a las restriciones
impuestas por el sistema de empaquetamiento del vector ,
cada uno de estos fagos debe contener de 20 Kb lo que
representa el clonaje de 3X10° pb en total, es decir,

alrededor un 40 % del genoma de Epiperipatus biolleyi (9.4
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X108 pb). Si bien 1la genoteca obtenida cubre s6lo
parcialmente el genoma del onicéforo , constituye el primer
clonaje del ADN gendémico de un miembro de este grupo de
organismos y puede ser tomada como punto de psartida para
posteriores estudios moleculares de muy diversa indols,
como podria ser la localizacidén de los genes que codifican
los principales componentes de la secrecidn glandular
adhesiva de los onicéforos cuyo valor taxonémico se esté
evalia (Mora et al..en preparacién).

El andlisis de esta genoteca para detectar
secuencias Homeo, dio como resultado el aislamiento de 20
fagos recombinantes que presentan a8l menos un 50% de
homologia con el ADN utilizado como sonda. Debido a 1la
dificultad de disponer del is6topo P32, no fue posible
realizar hibridaciones en condiciones mds estrictas, 1lo que
podria proveer un indicio del grado de divergencia de estas
secuencias en relaciétn a la sonda. Sin embargo, la eventual
secuenciacién de cada uno de estos recombinantes permitira
una comparacién directa con las diferentes secuencias Homeo
de las que se tiene referencia y contestar a una serie de
interrogantes como por ejemplo: constituyen estas secuencias
clonadas de K. biolleyi secuencias Homeo sensu stricto ? .,
cumplen con los requerimientos de secuencia , conservacién y
funcionalidad que se han postulado (Scott & Tamkun, 1989)
comparten las secuencias Homeo aisladas hasta la fecha? ;es
su expreaidén pautada en las diferentes etapas del desarrollo

embrionario ?. Por lo tanto, los resultados hasta ahora
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obtenidos abren la posibilidad de ampliar el estudio de
los onicéforos , con aspectos como la organizacidén de las
secuencias Homeo y 8u expresiétn durante el desarrollo
embriolégico.

Algunas predicciones en cuanto a la organizacién de
las s8secuencias Homeo en onicéforos pueden ser obtenidas al
analizar la informacién disponible en otros organismos. Las
secuencias Homeo fueron descubiertas y han sido extensamente
estudiadas en Drosophila, donde los genes que las portan se
organizan en 2 complejos; esta caracteristica se replte en
otros grupos entre ellos mamiferos en 1los que se han
encontrado al mehos 4 complejos (De Robertis gt al.,1990).
El hallazgo (Beeman et al., 1989) de un complejo unico en el
colebptero Tribolium castaneum que parece contener genes
homdlogos a miembros de los dos complejos presentes en los
dipteros ha sido relevante . Debido a que los colebpteros se
consideran un grupo mas antiguo, este hallazgo parece
apoyar 1la hip6tesis de que existé un tnico complejo ances-
tral el cual sufridé duplicacién y divergencia. A la luz de
esta hip6tesis y al considerar la posicidén filogenética de
los onic6foros cercana al probable ancestro de anélidos vy
artr6podos, podria especularse la presencia en onic6foros de
un complejo atin mas cercano al ancestral . Esta hipbotesis se
contrapone a lo expuesto por Raff y Kaufman (1983) quienes
consideran que la delecién de ambos complejos daria como
resultado un patrdn semejante a los onicd6foros.

De relevante importancia seria el estudio de 1la
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expresién embriolégica de los genes homedticos en
onicéforos. Si bien los onicéforos han sido considerados
f6siles vivientes por haber congelado caracteristicas
anatomicas; embriolégicamente han sufrido una activa
evolucibébn ya que se encuentra toda una gama de estrategias
reproductivas, desde formas oviparas, ovoviviparas hasta
formas viviparas placentadas como los miembros del género en
estudio. Anderson (1973) estudidé vy compar6 los eventos
embriol6gicos en organismos oviparos miembros del género
Peripatopsis y onicéforos placentados , lo que le permitid
determinar una serie de diferencias en el desarrollo . ©Si
los genes que portan secuencias Homeo en onicéforos
participan en el control de desarrollo embriolégico como lo
hacen en Drosophila, la definicién de 1los patrones de
expresién de estos genes podria revelar si estas
diferencias residen en la presencia de genes diferentes o en
eventos de heterocronia, es decir un cambio eh el patrdén de
expresioén temporal o espacial de un gen o} genes
particulares. Particularmente la condicion vivipara
prlacentada de E. biolleyi permite abordar esta interrogante
va que experimentalmente se ha podido comprobar la presencia
de cerca de 10 embriones en diversas etapas del desarrollo

en cada uno de los dos tubos uterinos de la hembra.
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